





Uber die Diffusion lecithinhaltiger Fettsiuresuspensionen 
und die Komplexbildung aus Fettsiure und Lecithin mit 
Gallensiuren. 


Von 
Otto Fiirth, Josef Breuer und Heinz Herrmann. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1934.) 


I. Einleitune. 


In einer friiheren Ver6ffentlichung! hat der eine von uns, gemeinsam 
mit Rudolf Scholl, die Meinung vertreten, daB dem Lecithin fiir das 
Fettlésungsvermégen der Galle eine erhebliche Bedeutung zukomme. Wir 
stellten fest, dafS das Lésungsvermégen von Gallensalzlésungen fiir Ol- 
siure oder Leinélsiure durch einen Zusatz von Lecithin (aus Eiern, 
Gehirn und Leber) ebenso wie auch von wenig Kochsalz eine erhebliche 
Steigerung erfaihrt. Wir folgerten, es liege nahe, anzunehmen, da die 
Anwesenheit sowohl von Lecithin wie von Kochsalz in der Galle an dem 
Lisungsvermégen derselben fiir hohe Fettsiuren wesentlich beteiligt 
sein diirfte. 

Gegeniiber dieser Auffassung hat nun F’. Verzdr in einer Anzahl alterer * 
und neuerer Arbeiten Stellung genommen. So schreibt er*: .,.Nun haben 
auf meine Bitte Szdrényi und Miiller die Frage auch untersucht und kamen 
zu dem Resultat, daZ die Lésungserhéhung durch Lecithin nur eine scheinbare 
ist. Die Fettsiuren werden tatsachlich, wenn Lecithin vorhanden ist, 
besser emulgiert. Diese Lésungen sind aber ganz instabil und die Fettséure 
fallt wieder aus. Gerade der wesentliche Anteil, die di/fusiblen Komplexe, 
werden nicht vermehrt. Auch in 4°,iger Fettséurelésung sind sie nur zu 
1/,°/, vorhanden, ebenso wie ohne Lecithin. Auf diese molekulardispersen 
diffusiblen Komplexe kommt es aber beziiglich der Diffusion an.‘ 

Verzar# legt auf die Méglichkeit Wert, daB dieselbe Gallensduremenge 
im Darme wiederholt zwecks Lésung von hohen Fettsiuren zur Ver- 
wendung gelange. Es liegt uns ferne, die Méglichkeit bestreiten zu 
wollen. Im Gegenteil. Wir® sagten vielmehr: ,,Die Sache kénnte ja 
auch sehr wohl so sein, daB dieselbe Gallensdiuremenge auch mehrmals 
hintereinander verwertet wird. ... Ferner an anderer Stelle: ,, Verzar 


stellte die Hypothese auf, daB die Gallenséuren an den Darmepithel- 


zellen adsorbiert werden und daB sich dort die léslichen Fettverbindungen 


1 Q. Firth u. Scholl, diese Zeitschr. 222, 430, 1930; 257, 151, 1933. 
? Vgl. die Literatur bei Furth u. Scholl (1. ¢.). —* F. Verzar, Klin. Wochenschr. 
12, 489 (1. April 1933). ' F. Verzar, Nutrition Abstracts and Reviews, 
vol. 2, No. 3, p. 446, Januar 1933. — °O. Fiirth u. R. Scholl, diese Zeitschr. 
222, 454, 1930; 257, 152, 1933. 
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bilden. Liegt nicht der Gedanke nahe, dap vielleicht die im Zellinhal 
befindlichen Lecithide bei der Bildung eben dieser léslichen Fettverbindung 
eine Rolle spielen kénnten ?* 


Wenn wir geneigt sind, den Lecithiden eine gewisse Rolle bei der Fett 
assimilation zuzuerkennen, so werden wir in dieser Annahme durch einiy: 
neuere Arbeiten bestarkt. Amerikanische Autoren! sahen Mangelkran 
heiten bei Ratten nach fettarmer Ernaihrung und nephritische Stérunge: 
verschwinden, wenn der Nahrung Lecithin oder Linolséure zugelegt wurd: 
Nach Best c.s.* (Toronto) bleibt bei Ratten, die mit extrem hohen Fett 
mengen gefiittert wurden, die Leberverfettung aus, wenn auBer den reichlic| 
verfiitterten Fettmengen etwas Lecithin zugefiihrt wurde. Dabei tritt 
kein erhéhter Fettverlust in den Fazes auf. Auch kleine Mengen Eigelh 


lecithin verhinderten die Speicherung groBer Fettmengen in der Rattenleber. 


Die Hoffnung, die Ursache unserer Meinungsverschiedenheit in 
bezug auf die Rolle des Lecithins bei der Fettverdauung einem um dic 
Physiologie der Fettverdauung so hochverdienten Forscher gegeniiber. 
wie es F. Verzdr ist, vielleicht einigermaBen aufklaren zu kénnen, hat 
uns veranlaBt, die im folgenden beschriebenen Versuche in Angriff zu 
nehmen. Dieselben gelten einerseits der Frage der Diffusion lecithin 
haltiger Fettsiuresuspensionen (baw. -Lésungen); andererseits dem mit 
dieser Frage auf das engste verkniipften Probleme der Komplexbilduny 
aus hohen Fettsiuren und Lecithin mit Gallensduren. 


II. Methodische Verversuche. 


Gleich im Beginn unserer Versuche stellten sich uns unerwartet 
groBe methodische Schwierigkeiten in den Weg, welche sich einerseits 
auf die vollstindige Extraktion von Olsiéure aus Gallerten bei Gegenwart 
von Gallensduren, andererseits aber auf die Olsturebestimmung in gallen- 
sdurehaltigen Gemischen bezogen. 


A. Ausschiittelung und Wdguny reiner Olsdure. 

Olsiiure aus wasserigen Suspensionen wurde mit Ather ausgeschiittelt. 

der Ather auf einer elektrischen Heizplatte vorsichtig abgedampft und nach 
Trocknung gewogen. Es fanden sich statt 0.8367 ¢ 

nach 2 Stunden bei 100". 2 6. 6. ss eo 08389 

10 Minuten am siedenden Wasserbade . . 0.8367 

langerem Trocknen bei 60°. . . . . . . 0.8292 


I 


IS 


is) 


Also keine fiir uns in Betracht kommenden Fehler bei der Trocknung! 


1H. M. Evans u. J. Lepkowsky, J. of biol. Chem. 92, 615, 1931: 96. 
143, 156, 1932. G.O. Burr u. M. M. Burr, ebenda 86, 5 L930 
Die Letztgenannten sagen (S. 619): ,.Fat free diets regularly produc: 





kidney lesions in the rat ... Rats suffering from the low fat disease are not 
cured by the saturated fatty acids. These same rats are cured by linoles 
acid either isolated in pure state or in olive oil, lard ... or egg lecithin. 


2 OC. H. Best, J. M. Hershey u. M. Elinor Huntsman, J. of Physiol. 75. 


56, 1932. 
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B. Extraktion von Olsdéure aus Gelatine. 
Olséurehaltige Gelatine, mit Natronlauge in der Wiarme vertliissigt, mit 
Salzsiure angesauert und mit Ather ausgeschiittelt, ergab: 
statt 0.8334. ...... . . 0,8065g Olsiure 
OSE0G es S haw s SOOT 
OM. i ced Os ORR 
BM se Pe SS) eee ee 


Also kein sehr wesentlicher Fehler! 


Dagegen ergaben sich grofbe Fehlbetrage, wenn der Riickstand des 
\therextraktes einige Stunden mit konzentrierter Salzsdure gekocht und dann 
neuerdings im Ather aufgenommen wurde. Anscheinend sind derartige 
Fehler durch die Bildung fliichtiger Produkte bei der Einwirkung heiBer 
Salzsiure bedingt. 


C. Olsdéureextraktion aus Lecithin-Cholatgemischen. 


Etwa 0.8 bis 1,0 g Olséure wurde in 50 cem cholsaurem Natrium unter 
Zusatz von 0.8°, Lecithin klar gelést und daraus Olséure und Lecithin 
durch Extraktion mit Chloroform abgetrennt. Im gewogenen Riickstande 
wurde der Gehalt an Lecithin aus dem Stickstoffgehalte errechnet und 
in Abzug gebracht. Es wurde so 


statt 1.004 ¢ Olséiure gefunden 1,010 ¢ 


» 1,004g is a 0,989 g 
wo @8bi gs = = 0.781 g: Fehlbetrag 8.9 ° 
a) Sate Ps ” O.813 ¢ . yey 


Also in den beiden letzten Versuchen recht merkliche Fehlbetrage! 


If. Destabilisierung von Lisungen gallensaurer Salze durch Olsiiure. 


Bei Versuchen, durch Lecithinzusatz geklarte Emulsionen von 
Olsiéure in gallensauren Salzen in Gelatine hineindiffundieren zu lassen, 
fiel uns bald auf, daB sich auf der Gelatineoberflache zwar nicht sofort, 
aber nach einiger Zeit ein kérniger Niederschlag von Gallenséure ab- 
zusetzen pflegte. Die weitere Verfolgung dieser Erscheinung ergab, dal 
es sich um einen Destabilisierungsvorgang handelt, der sich etwa so 
prisentiert, als ob der (an sich in Wasser schwerléslichen) Gallenséure 
das lésende Alkali durch die Olsaure entzogen wiirde. Gegenwart von 
Lecithin bewirkte eine gewisse Stabilisierung, d.h. ein spateres und 
sparlicheres Ausfallen der Gallensdéure. Gegenwart einer Gelatineober- 
[ldche dagegen f6rderte das Ausfallen der Gallenséure ganz erheblich. 
Es sieht eben so aus, als ob auch die Gelatine einen Teil des die Gallen- 
sdure losenden Alkalis fiir sich in Anspruch nehmen wiirde, also gewisser- 
magBen eine Konkurrenz zwischen Gallenséiure, Olsiure und Gelatine 
um den Besitz des Alkalis sich abspielen wiirde, wobei die Gallensdiure 
den Kiirzeren zieht. 


16* 
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IV. Olsiuremaskierung durch gallensaure Salze. 

Die Tatsache der Fettsiuremaskierung durch gallensaure Salze trat 
mit gréBter Deutlichkeit zutage, als in 5° igen Natriumcholatlésungen 
mit oder ohne Zusatz von 0,8 °, Lecithin freie Olsiure zu einem Gehalte 
von 1 oder 2%, klar gelést und dann mit Petrolither wieder ausge- 
schiittelt wurde: Weniger als die Halfte oder wenig mehr als die Halft 
der erwarteten Olsduremenge kam zum Vorschein, z. B.: 


von 2°, iger Olsiure mit Lecithinzusatz 39 °,, 
ee ees i ohne ms a 
roe woe = mit ab 43 a. 


Die maskierte Fettsiuremenge wurde durch den Zusatz steigende: 
Lecithinmengen nicht in eindeutiger Weise beeinfluBt: lO cem 5° jiger 
Natriumcholatlésung mit einem Gehalte von 2°, Olséure, dazu 


0,020 g Lecithin. Ausbeute 57°, an Olsaure, 
0.0402 — ,, . a 
0,080 ¢ We Py ge ae 9 
0,160g ,, - 64% ,, Ma 


In den Petrolitherextrakten wurde der Phosphorgehalt nach Pisk« 
Subbarow bestimmt und auf Lecithin umgerechnet. Es kam so zum Vorschein 
statt 0,020, 0,040, 0,080, 0,160 g Lecithin 

nur 0,010, 0,026, 0,051, 0,15l¢g 


Die maskierende Wirkung der Gallensdure bezieht sich also ebensowoh| 
auf die Fettsdure als auch auf das Lecithin. Es gelang nicht, diese Maskieruny 
durch andauerndes Kochen mit Sdure oder Lauge zu beseitigen: 

Klare Lésungen von Natriumcholat 5°, + Olsiéiure 2°, + Lecithin 
16°, wurden mit Salzsiure oder Natronlauge auf 10°, versetzt und 
13/, Stunden am Wasserbade erhitzt, dann auf kongosaure Reaktion ge- 
bracht und mit Petrolather extrahiert. Die Ausbeute an geléster Fett- 
substanz betrug nach Kochen mit Salzséure 65°,, nach Kochen mit Lauge 
5L bzw 75°,. — Wurde die gleiche Mischung erst direkt mit Petrolather 
wiederholt ausgeschiittelt, dann gegen Kongo schwach sauer gemacht, die 
ausfallende Cholsaure abfiltriert und wieder mit Petrolather ausgeschiittelt, 
so stieg die Ausbeute nunmehr auf 79°, 

Auch weitere Versuche, derartige Komplexe durch Extraktion mit 
Xylol oder durch Kochen mit Hisessig zu spalten, schlugen fehl. Im 
letzten Falle betrug die Ausbeute nur 51°. Bessere Resultate wurden 
durch kurzdauerndes Kochen obiger Lésung mit dem gleichen Volumen 
konzentrierter Salzsture oder starker Schwefelsdure erzielt. Doch wurden 
derartige Versuche wiederum durch den Umstand getriibt, daB die an 
sich in reinem Zustande in Petrolaéther kaum lésliche Cholséure unter 
diesen Umstanden in so erheblichen Mengen in den Petrolather tiberging, 
daB an eine scharfe Trennung derselben von der Olsaure und dem Lecithin 
gar nicht zu denken war. Ebenso erwies es sich als unméglich, etwa die 
Olséure und Cholséure als Bleisalze zu trennen. Olsaures Blei ist be- 
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kanntlich in Ather leicht léslich. Es gelang auch tatsachlich, nach 
Faillung mit neutralem Bleiacetat und Ausschiitteln mit Ather im 
Scheidetrichter zum mindesten die Hauptmenge des vorhandenen 6l- 
sauren Bleies in den Ather iiberzufiihren. Anders dagegen, wenn ein 
Gemenge zehntelnormaler Lésungen von 6lsaurem und cholsaurem 
Natrium mit Bleiacetat gefallt wurde. Nunmehr ging beim Ausschiitteln, 
offenbar infolge Komplexbildung, nur etwa die Halfte des vorhandenen 
jlsauren Bleies in den Ather iiber. 


\. Steigert das Lecithin! die Léslichkeit von Fettsiuren in gallensauren Salzen ? 
Durch die Versuche von O. Firth und R. Scholl? diirfte die Tatsache, 
daB unter Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen lecithinhaltige 
Gallensalzlisungen lecithinfreien gegeniiber sich in ihrem Lésungsvermégen 
fiir Olsdiure ganz entschieden iiberlegen erweisen, jedem Zweifel ent- 
ruckt sein. Die Bedenken F. Verzars, die, soweit wir verstehen, sich 
nicht auf diese Tatsache als solche, als vielmehr auf ihre physiologische 
Jedeutung beziehen, haben uns nun veranlaBt, uns auch mit diesem 
Gegenstande neuerlich zu befassen. Wir sind daher zur Einsicht ge- 
langt, daB zum Zustandekommen dieser Erscheinung bestimmte Ver- 
suchsbedingungen, insbesondere eine bestimmte Reihenfolge der Zusdtze, 
erforderlich ist. Es erscheint dies auch ohne weiteres verstandlich, da 
es sich ja dabei nicht um chemische, vielmehr um physikalische Er- 
scheinungen vom Typus der Einhiillungsphinomene handelt. 


a) Werden z. B. 0,5 g Olsaéure unter Zusatz von 10cem Alkohol mit 
30 cem Wasser emulgiert und zu derartigen Proben aus Biiretten einerseits 
5°oige Natriumcholatlésung, andererseits die gleiche Lésung mit einem 
Gehalte von 1,6°, Lecithin in kleinen Portionen unter Umschiitteln zu- 
flieBen gelassen, bis Klairung erfolgt, so sieht man keinen Unterschied zugunsten 
des Lecithins; in beiden Fallen sind etwa 26 cem der Cholatlésung erforderlich. 

b) Nimmt man andererseits Proben zu 20 cem Na-Cholat 5°, «) ohne, 
}) mit 1,6°., Lecithin und setzt tropfenweise Olsiure unter Umschiitteln zu, 
so beginnt sich x) nach Zusatz von 16 Tropfen Olsaéure voriibergehend zu 
triiben und bleibt nach Zusatz von 25 Tropfen Olsiure dauernd triib; 
}) klart sich noch nach Zusatz von 45 Tropfen Olsdure nach einigen Minuten. 
Ks besteht also ein sehr erheblicher Vorsprung zugunsten des Lecithins. 

c) Es wurde uns ferner von der Firma C. H. Bohringer Sohn A.-G., 
Nieder-Ingelheim a. Rh., eine 40°,ige Lésung von Lecithin-Natriumcholat 
zur Vertiigung gestellt, deren Trockensubstanz auf einen Gewichtsteil 
Lecithin 3 Gewichtsteile Natriumcholat enthalt. (Es entspricht dies etwa 


1 Dap Lecithin als solches in gallensauren Salzen léslich ist, haben bereits 
G. Bayer sowie Kalabouko{f und Terroine vor einem Vierteljahrhundert gezeigt. 
Werden zu einer milchigen Lecithinemulsion Gallensalze hinzugesetzt, so 
wird die Lésung wasserhell und das Ultramikroskop zeigt eine kolloidale, 
feinste K6érnchen enthaltende Lésung — ? O. Firth u. R. Scholl, diese 
Zeitschr. 257, 155—158, 1933. 
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1 Mol. Lecithin: 5 Mol. Natriumcholat.) Die braune zahe Loésung wurd 
sechsfach verdiinnt und enthielt dann «) 1,5°, Natriumcholat + 1,6 
Lecithin. Als Vergleich diente /) eine 5°,ige Natriumcholatlésung ohm 
Lecithinzusatz. Bei tropfenweisem Zusatz von Olsiure zu 30cem beid 
Proben ergab sich kein Vorsprung zugunsten des Lecithins. Beide Probe: 
verhielten sich ganz gleich: beginnende Triibung nach Zusatz von 25 bi 
30 Tropfen (d. i. etwa 1/,g) Olsdure fiir 30cem oder etwa 1*/, g Olsiur 
fir 100 cem der Lésung. 

Ein wesentlicher Unterschied aber ergab sich insofern, als in de: 
lecithinfreien Probe schon nach einigen Minuten ein aus feinen Nadel 
bestehender, im Laufe der néchsten Stunden zunehmender Gallenséuren 
niederschlag sich unter Klarung der Fliissigkeit abzusetzen begann. Di 
lecithinhaltige Probe dagegen zeigte die gleiche Erscheinung verzégert 
und schwacher. Hs wirkte sonach das Lecithin einer Destabilisierung di 
Cholatlésung durch Olsdure entgegen (s. oben unter IIT!). 


d) Dagegen ergab sich wiederum in Wiederholung einer friihere: 
Versuchsanordnung! bei stufenweisem Zusatze von Olséure zu 100 cen 
einer 5°, igen Natriumcholatlésung a) ohne Lecithinzusatz, b) mit Zusat 
von 0,8°, Lecithin, wobei allerdings bei jeder Stufe 1/, Stunde lang in 
der Schiittelmaschine geschiittelt wurde, daB die lecithinhaltige Proly 
2g Olsaéure glatt zu lésen imstande war, wahrend die lecithinfreie Probe 
nicht einmal imstande war, !/, g Olsiure klar zu lésen. Also ein sehr er 
heblicher Vorsprung zugunsten des Lecithins. 

e) Auch ein Lecithin-Natriumglykocholatpradparat von Béhringer (1 Mol 
Lecithin: 8 Mol. Glykocholat), mit einem Natriwmglykocholatprdparat von 
Merck in bezug auf sein Aufnahmevermégen fiir Olséure verglichen, erga) 
einen Vorsprung zugunsten des Lecithins. 

f) Dagegen lieB wiederum ein Lecithin-Cholatpraparat von Béhringe) 
(1 Mol. Lecithin: 8 Mol. Cholat) einen derartigen Vorsprung vermissen. 

Bei objektiver Betrachtung dieser Versuchsergebnisse gelangen wit 
zu folgenden SchluBfolgerungen: Unter gewissen Versuchshedingungen 
vermag das Lecithin die Loéslichkeit der Olsdure in gallensauren Salzen 
sehr erheblich zu steigern, waihrend unter gednderten Versuchsbedingungen 
eine derartige Léslichkeitssteigerung vermift wird. Es diirfte dies vor allem 
davon abhdngen, ob die Versuchsbedingungen eine ,,Umhiillung der Olsaur: 
durch das Lecithin‘: mehr oder weniger begiinstigen. 


Monojodbehensdure. 


Wir haben analoge Versuche auch mit Monojodbehensdure ausgefiihrt. 
deren Verhalten gegeniiber dem Lecithin kennenzulernen fiir uns wegen 
der weiter unten zu beschreibenden Diffusionsversuche von Wichtigkeit 
war. Die Monojodbehensiure haben wir aus ihrem Calciumsalze, dem 
Sajodin (Cog Hy, J O2).Ca (1. G. Farbenindustrie A. G.), gewonnen. Dasselbe 
wurde mit starker Salzsiure am Wasserbade erwarmt, bis sich eine 6lig: 
Schicht an der Oberfliche der Fliissigkeit abgetrennt hat. Diese wurde 
nach dem Erkalten mit Ather im Scheidetrichter abgetrennt und die 
atherische Lésung filtriert, abgedunstet und getrocknet. Es resultierte 


1) Firth und Scholl, diese Zeitschr. 257, 156, 1933. 
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ein beim Erkalten langsam erstarrendes, bei gelindem Erwarmen sich 


vertliissigendes Ol (Siedepunkt 36°, 1 cem 104 ¢ 53 Tropfen). 
10cem Natriumcholat 5°, mit oder ohne Zusatz von 1,6°, Lecithin 


wurden tropfenweise mit verfliissigter Monojodbehensiure versetzt : 





Ohne Lecithin Mit Lecithin 
20 Tropieg 3.5. 5 trib ganz klar 
25 ee art ea? ‘ schwach getribt 
30 . veh eee stark getrubt i 4 


( 


20cem 5° ,iger Natriumglykocholat-Lésung mit oder ohne Zusatz 
von 0,8°,, Lecithin: 





Ohne Lecithin Mit Lecithin 
Nach Zusatz von 45°, Jodbehensiure und 
halbstindigem Schiitteln . . .. .. .  schwach getribt ganz klar 
Dasselbe 1°, Jodbehensiure .... . .. sehr stark getriibt wenig getribt 


Es ergab sich also auch fiir Jodbehensdure ein starker Vorsprung zu- 


qunsten des Lecithins. 


VI. Diffusionsversuche mit Monojodbehensiure. 

Unsere urspriingliche Absicht, die Olséure aus Cholatlésungen mit 
und ohne Zusatz von Lecithin! in Gallerten hineindiffundieren zu 
lassen und nach einiger Zeit einfach durch Mikrobestimmung der ein- 
gedrungenen Olsaure festzustellen, ob der Lecithinzusatz eine Zunahme 
der in die Gallerte hineindiffundierten Fettséure bewirkt habe, erwies 
sich als praktisch undurchfiihrbar. Denn weder gelang es uns, die 
Olsiure aus ihrer Maskierung durch gallensaure Salze zu befreien und 
vollstandig mit Ather, Chloroform oder dergleichen zu extrahieren, noch 
fanden wir eine geeignete Mikromethode, um Olsaéure neben Cholsaure 
genau zu bestimmen?. SchlieBlich blieb uns, um unserem Ziele naher- 
zukommen, nur ein gangbarer Weg, namlich auf Diffusionsversuche mit 
Olsiure zu verzichten und statt dessen die Diffusion von -Wonojodbehen- 
sdure zu beobachten. Diese kann dann leicht aus dem Jodgehalte errechnet 


1 H. Magistris in Buenos Aires (diese Zeitschr. 258, 81, 1932) hat 
den EinfluB von Lecithin und Cholesterin auf die Diffusion von Sauren 


und Alkalien in Gelatine und Agargallerten untersucht. Wahrend die 
Diffusion durch Cholesterin beschleunigt wird, wird sie durch Lecithin 
verzogert. —- ® Die Mikromethode von Margosches (Zeitschr. f. analyt. 


Chem. 72, 65, 1927) gewahrt allerdings die Méglichkeit, reine Olsaéure 
durch Jodaddition ausreichend genau zu bestimmen. So fanden wir fiir 
0,100 ¢ Olséiure eine Jodaddition von 0,84, 0,85, 0,86, 0,89, 0,90, 0,93 
und 0,94, Mittel 0,87 g statt theoretisch 0,90 g Jod. Doch ist diese Methode 
bei Anwesenheit von Cholaten nicht anwendbar, da Cholséure nach 
Mylius mit Jod ein Jodadditionsprodukt gibt. (Vgl. Biochem. Handb. 3, 
318, 1911). 
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werden. Zur Jodbestimmung bedienten wir uns der kiirzlich in diese): 
Institut ausgearbeiteten, sehr leistungsfahigen Mikromethode v 

Leipert', wobei die Veraschung des organischen Materials mit Chron 
sdure-Schwefelsiure unter Zusatz von Cerisulfat erfolgt. 


A. Diffusion in Agargallerten. 

Wir gingen derart vor, daB wir je 20cem Natriumglykocholat 5 
a) mit Zusatz, b) ohne Zusatz von 1,6°, Lecithin mit je 10 Tropfen (etwa 
0,2 g) Monojodbehensaure versetzten? und %/, Stunden schiittelten. Dann 
erschienen die lecithinhaltigen Proben ganz klar, die lecithinfreien Probe: 
aber stark getriibt. Jede Probe wurde nun in gleich gro8en Kristallisie: 
schalehen tiber 20cem 2°, iger Agargallerte gebracht und bedeckt 2 Tag 
bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen, wobei sich nur sehr gering 
fiigige Niederschlagsbildungen infolge Ausfallens von Gallenséiure (s. 0 
bildeten. Sodann wurde die Flissigkeit abgegossen, die Gallerte mit Wasse1 
abgespritzt, mit 20cem verdiinnter Schwefelséiure am Wasserbade ve 
fliissigt, in ein MeBk6lbchen iibergespiilt und auf 50ccem aufgefiillt. In 
aliquoten Teilen wurde das Jod bestimmt und auf die gesamte in dir 
Gallerte eingedrungene Menge Jodbehensdure umgerechnet. Wir fanden 
so in vier Versuchen als Menge der in die Gallerte eingedrungenen Jod 
behenséure in Milligrammen: 





1 2 3 4 Mittel 
Mit Lecithin. ..... 58,6 56,0 69.9 62,1 61.6 
Ohne, Shee 39,9 43,3 55,0 49,1 46,8 


Die Menge der in die Agargallerte eingedrungenen Jodbehensaure 
war in diesen Versuchen in den lecithinhaltigen Proben um etwa ein 
Viertel gréBer als in den lecithinfreien. Doch wire es voreilig gewesen, 
diesen Befund verallgemeinern zu wollen. Wurde die Agargallerte durch 
eine Gelatinegallerte ersetzt, so ergab sich unerwarteterweise und ganz 
regelmaBig gerade das Gegenteil: namlich eine Verzdgerung der Diffusion 
der Jodbehensdure durch die Gegenwart von Lecithin’. 


1 Th. Leipert, diese Zeitschr. 261, 436, 1933. — ? Der Zusatz von 
Lecithin zu Cholatlésungen erfolgt am zweckmaBigsten in der frither (/%rt/ 
u. Scholl, diese Zeitschr. 257, 154, 1933) beschriebenen Weise, z. B. 100 cem 
Natriumglykocholat werden mit 0,8 g Lecithin derart versetzt, daB® diese 
Lecithinmenge in 10cem Alkohol unter Erwarmen gelést und diese 
Lésung in 100cem der 5°,igen siedenden Gallensalzlésung in kleinen 
Portionen eingegossen wurde, wobei ein groBer Teil des Alkohols schnell 
verdampft. Um den Rest des Alkohols véllig zu beseitigen, wurde die Lésung 
in einem Becherglase fiir '/, Stunde in ein lebhaft siedendes Wasserbad ein 
gesenkt. Es resultierte so eine klare Lecithinlésung. Nunmehr wurde dic 
gewiinschte Menge der jodierten Fettséure zugesetzt und durch anhaltendes 
Schiitteln gleichmaBig verteilt. — * Wir dachten daran, da’ médglicher 
weise Reste von Alkohol, von der Bereitung der Lecithinemulsion her- 
riihrend, dabei eine Rolle spielen kénnten, doch ist dies nicht der Fall 
Selbst die Gegenwart von 10°, Alkohol und nachheriges Abdampfen des 
selben erwies sich fiir den Diffusionsvorgang als bedeutungslos: mit Alkoho! 
45,6, 45,2 mg JBS, ohne Alkohol 45,8, 45,1 mg JBS. 
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B. Diffusion Gelatine. 


(Ansatze analog wie oben.) 


1. Dauer der Diffusion: 





l/,o Tag 1 Tag 2 Tage 
mg JBS. mg JBS. mg JBS. 
aa { 22,1 , en 29° 
a) mit Lecithin: - - - 99 | 50,8 82,7 
288 } 
ee 20,6 52.8 97 
b) ohne Lecithin 98'9 ; 52, 92,7 


Also Hemmung durch Lecithin; ebenso eklatant in 


2. Diffusion in 10° ige Gelatine (kurzfristige 6-Stunden-Versuche): 





: _— 22,1 
a) mit Lecithin. . . ba mg JBS. 30,8 255mg JBS. 
b) ohne Lecithin . . {36,7} mg JBS. 55,0 36,0 
(36,7 
3. Diffusion in sehr diinne, nur | °,ige und 3 °,ige Gelatine (12 Stunden) 
1% 3% 1%» 3 0 
Peon fe eae! ae 
a) mit Lecithin 70'5 175 b) ohne Lecithin 775 90.9 


4. Diese Hemmungswirkung machte sich auch geltend, wenn Lecithin 
6°.) direkt in der Jodbehenséiure gelést und mit dieser gemeinsam emul- 
giert wurde. 


12stiindige Diffusion in 10°,iger Gelatine: 


ss ‘ ‘ 6.6 
a) mit Lecithin, klar... ... . . [46-6) g 3S 
146.9) 2 JBS. 

7 = q ¢ 
b) ohne Lecithin, stark getriibt . |49,9| JIBS. 


r 
\50,4) ™S 


5. Wurden die Suspensionen zuerst filtriert (durch gehartete Filter 
von Schleicher und Schill), so hielten, wie ja zu erwarten war, die Filter 
aus der triiben lecithinfreien Emulsion mehr Jodbehensaéure zuriick, als 
aus der klaren lecithinhaltigen Probe. Es fand sich im Filtrat in Vergleichs- 
proben : 


i) BIG DONO. ok) hie es oats eS “ys | mg JBS. 
8,5 

nas on er ee | “vi | mg JBS. 
0,8 


Wurden die Filtrate nunmehr auf gleichen Jodgehalt verdiinnt, so 
war die durch das Lecithin geiibte Hemmungswirkung bei Diffusion in 
Gelatine (nicht aber in Agar) noch immer deutlich: 





Gelatine Agar Gelatine Agar 


24 ¢ QQ ¢ ¢ 217 
a) mit Lecithin. - { 312 3? |b) obme Lecithin. | 495 0 3IY 
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Wir haben aber auch bei einigen weiteren Agar-Versuchen eine dei 
liche Hemmungswirkung des Lecithinzusatzes bemerkt: 
6. Versuch bei Gegenwart von NaCl 0,9°,!: 





Agar, 
Gelatine Agar kurzfristiger 
12-Std.-Versuch 
mg JBS mg JBS. mg JBS. 
we ji) 19,8 109,2 35.1 
F ecit res ‘ peer 
1) mit Lecithin 196 109.0 35,9 
or (| 81,7 121,8 39,8 
b) ohne Lecithin- 521 O15 39 8 


7. Bei Versuchen an Gelatine, die mit Phosphatgemischen gepwu//: 
worden war, erschienen die Unterschiede verwischt. 





Pua 7,6 Pu 7.3 Pr 7.6 Pu 7 
mg JBS. mg JBS. mg JBS.) mg JBS 
! ae { 999 7.5 { 989 96.4 
‘ Th - <o8 thy 4 i ) , within - dimen av, 
a) mit Lecithin | 292 275 b) ohne Lecithin | 287 MW 4 


Auch wenn Jodbehensdure statt in einer kiinstlichen Lecithinlésung 
in einer nattirlichen Lecithinlédsung, naémlich in Galle suspendiert und hb: 
ziiglich ihrer Diffusibilitét mit einer Suspension in 5°, iger Gallensalz 
lésung verglichen wird, ist eine merkliche Verzédgerung zu ungunsten de 
Galle unverkennbar : 
ee verdiinnter Galle (aa mit Wasser) 
| 5°. leecithinfreier Na-Glykocholat. 


l2stiindige Diffusion in 10°,ige Gelatine: 


ee ae Co" | a ral ar, 45,7 48,5 
\ 46,4 47,5 
b) aus Glvkocholatlésung Oy yarn Oe = | 53.3 
| 52,2 


Zusammenfassend gelangen wir also zu dem eindeutigen Ergebnis 
dafs Suspensionen von Jodbehensdure in Lésungen gallensaurer Sal» 
durch Lecithinzusatz zwar gekldrt werden, dabei aber nicht nur keinerle 
Steigerung, vielmehr eine merkliche Beeintrachtigung ihres Vermogens 
erfahren, in Gelatinegallerten® hineinzudiffundieren. 


C. Diffusion durch Pergamentpapier. 


Wir haben auch analoge Diffusionsversuche statt mit CGallerten, 
mit Pergamentpapier angestellt, teils mit Wasser, teils mit Rinderserun 
als AuBenfliissigkeit. Dabei erfolgt die Diffusion der Jodbehenséur 


1 Wir hatten bei friiherer Gelegenheit (Fiirth u. Scholl, diese Zeitschi 


257, 159, 1933) gefunden, daB das Lésungsvermégen von Gallensalzlésungen 


fiir Fettsauren ahnlich wie durch einen Zusatz von Lecithin auch durcl 


einen Zusatz von Kochsalz eine erhebliche Steigerung erfahrt. — * Dic 


Befunde an Agargallerten waren nicht einheitlicher Art. 
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juBerst langsam, sodaB langfristige Versuche (3 Tage) nétig sind. Auch 
ier erscheint eine Hemmungswirkung des Lecithins aut die Diffusion un- 
verkennbar. 





Gegen Wasser Gegen Rinderserum 
mit NaCl ohne NaCl ohne NaCl mit NaCl 
0.9 0,9 9), 0.9 0 0.9 9), 
mg JBS mg JBS. mg JBS. mg JBS 
ee { ie ; { 0,23 Pa 
mit Lecithin: - - - 0,25 0,32 P Spuren 
| 024 || 7! 
ep si fo 3.40 0,44 
} ‘ » Lee ant ig a O.35¢ O58 oi be 
) ohne Lecithin 36 ) 3.50 0.45 


E. Szorenyi und Alexander Miiller! haben bei ihren auf Veranlassung 
F. Verzars ausgefiihrten Untersuchungen darauf hingewiesen, daB in 
Gallensalzlésung geléstes Lecithin durch Schleicher-Schill-Hiilsen nicht 
diffusibel ist und da8 Lecithin zwar Suspensionen von Olsaéure in 
Glykocholat kldrt, aber keinen fordernden EinfluB auf die Diffusibilitat 
derartiger Suspensionen ausibt. Wir kénnen auf Grund unserer Beob- 
achtungen an Jodbehensduresuspensionen diese an sich gewiB sehr iiber- 
raschende Feststellung durchaus bestatigen. Wir gehen sogar noch 
weiter als A. Miller und kénnen feststellen, da das Lecithin bei unseren 
Versuchen trotz erfolgter Klarung die Diffusion nicht nur nicht férderte, 
sondern sogar hemmte?. 


D. Diffusion durch Glas-Sinte rplatte n. 


Ganz anders ist das Bild, wenn man die Diffusion durch eine Glas- 
Sinterplatte nach K. Zeier® (wir verwendeten Gooch-Tiegel von Schott 
Nr. 4) erfolgen JaBt, wobei wir Wasser als AuBenfliissigkeit verwendeten. 
Der Unterschied gegeniiber den Versuchen an Gallerten und Pergament- 
papier ist der, daB wir es mit groBen Poren von einer ganz anderen 
GréBenordnung zu tun haben, als es etwa die winzigen Spaltriume 
zwischen dem Balkenwerke einer Gallerte sind. Hier passiert nun 
die durch Lecithinzusatz geklarte Jodbehensduresuspension tatsdchlich 
die Poren der Sinterplatte schneller als die lecithinfreie triibe Suspension. 


1 EB. Szérenyt, A. Miiller, diese Zeitschr. 249, 183, 189, 1932. 

* Man kénnte mdéglicherweise daran denken, daB diese Hemmung da- 
durch bedingt sei. daB das Lecithin der Verschiebung gallensaures Alkali 

Fettsaure Gallensdure -- fettsaures Alkali entgegenwirkt und das 
echt geléste fettsaure Alkali leichter und schneller diffundieren k6énnte. 
als die freie unecht geléste Fettsdure. Einen positiven Grund zur Stiitzung 
dieser Hypothese, auBer etwa der Beobachtung (s. 0. LIL), daB das Lecithin 
der Destabilisierung von Lésungen gallensaurer Salze durch Olsaure ent- 
gegenwirkt (also stabilisierend wirkt), vermégen wir aber nicht anzufiihren. 

— 3 K, Zeier, diese Zeitschr. 258, 347, 1933. 














244 O. Firth. J. Breuer u. H. Herrmann: 





Langfristige Versuche 2 Tage 


Kurzfristiger 


‘ohne NaCl 0,9 ° o| mit NaCl 0,9 %/5 Versuch !/) Ta 
mg JBS. mg JBS. mg JBS. 
. ats 37,0 8.6 5.2 
a) mit Lecithin: rr, ’ as 
rye asa) 38.0 8.4 3,3 
a eee | 25,5 4,4 1,9 
b) ohne Lecithin 6 1 45 19 


In unaufgeklairter Weise machte sich hier eine gewaltige Hemmungs- 
wirkung eines Kochsalzzusatzes geltend (Bildung hochmolekular«: 
Komplexe ?). 

LieBen wir aber in wasseriger Cholatlésung suspendierte Jodbehen 
siure Glas-Sinterplatten durchdringen, die vorher mit lecithinhaltigen 
oder aber mit lecithinfreiem Olivené] getrankt waren, so trat bei dem 
stark verzégerten Diffusionsvorgange (dreitagige Versuchsdauc: 
wiederum eine Hemmungswirkung des Lecithins zutage: 


a) mit Lecithin ... | 3,78 | mg JBS. 
| 3,88 
“ P 5 HY 

DB) One TOtNIN cs 6 os Ble oe 8 wee | mg JBS. 
od 


Zusammenfassung, 

1. Angesichts der friiher festgestellten Tatsache, daB das Lésungs- 
vermogen von Gallensalzlosungen fiir hohe Fettsduren durch Zusatz von 
Lecithin eine erhebliche Steigerung erfaéhrt (Zoore und Rockwood, Fiirth 
und Scholl), sowie der Annahme, daB dem Lecithin fiir das Fettlésungs- 
vermogen der Galle eine wesentliche Bedeutung zukomme und im Hinblick 
auf neuere Arbeiten amerikanischer Autoren, welche den Lecithiden 
eine Rolle bei der Fettassimilation zuerkennen, wurde die (bereits von 
Verzir aufgeworfene) Frage der Diffusion lecithinhaltiger Fettsaure- 
suspensionen und die Komplexbildung aus Fettsiure und Lecithin mit 
Gallensiuren eingehender studiert. — 2. Wasserige Lésungen gallen- 
saurer Alkalisalze werden durch Suspension von Olsaéure darin desta- 
bilisiert (so etwa, als ob der Gallensaéure das lésende Alkali durch dic 
Fettsiure entzogen wiirde). Gegenwart von Lecithin bewirkt eine 
gewisse Stabilisierung. — 3. Olséure wird in wasserigen Lésungen gallen- 
saurer Salze derart maskiert, daB die Extraktion der Fettséure durch 
Ausschiitteln mit Fettlésungsmitteln nach Ansaduern mittels eine! 
Mineralséure nur sehr unvollkommen gelingt. — 4. Unter gewissen 
Versuchsbedingungen vermag Zusatz von Lecithin die Léslichkeit di 
Olstiure in gallensauren Salzen sehr erheblich zu steigern, wahrend ge- 
anderte Versuchsbedingungen eine derartige Léslichkeitssteigerung ver 
missen lassen. Es diirfte dies vor allem damit zusammenhangen, inwic 
weit die Versuchsbedingungen eine ,,U mhiillung der Fettséure meh: 
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oder weniger begiinstigen. 5. Angesichts der Schwierigkeit, die 
maskierten Fettsiuren quantitativ zu extrahieren und bei Gegenwart 
von Gallenséuren quantitativ zu bestimmen, ergab sich fiir die An- 
stellung von Versuchen tiber die Diffusion wasserldslicher Fettsdure- 
Gallensdure-Komplexe das Arbeiten mit einer jodierten Fettsdure, der 
Monojodbehensdure, CyyHygJO,, als brauchbares und bequemes <Aus- 
kunftsmittel fiir Versuche physikalisch-chemischer und physiologischer 
Art, insofern die sehr leistungsfaihige neue Mikrojodbestimmungsmethode 
von Leipert den Ubertritt dieser Fettsiure aus einem Medium in ein 
anderes schon in den kleinsten Mengen mit groBer Genauigkeit zu ver- 
folgen gestattet. Auch fiir die in Wasser unlésliche Jodbehensaure ergab 
es sich, daB sie in Lésungen gallensaurer Alkalien léslich ist und dab 
diese Léslichkeit durch Zusatz von Lecithin wesentlich erhéht werden 
kann. — 6. Die an sich naheliegende Annahme, da die durch Lecithin- 
zusatz geklarten Suspensionen von Jodbehensaure in gallensauren 
Salzen leichter diffundieren wiirden, als lecithinfreie triibe Suspensionen 
hat sich nicht bestatigt. Bei Diffusion derartiger Suspensionen in 
(elatinegallerten ergab sich im Gegenteil die interessante Tatsache, dab 
ganz regelmaBig die Gegenwart von Lecithin den Diffusionsvorgang 
deutlich hemmt. (Bildung zwar hochmolekularer, aber dennoch klar 
lislicher Komplexe ?). Agargallerten gaben je nach An- oder Abwesenheit 
von NaCl 0,9 ° Hemmung oder Férderung der Diffusion durch Lecithin. 
Dagegen trat bei Diffusion durch Pergamentpapier ein ahnliches Ver- 
halten wie bei Gelatine zutage. (Es steht dies in vollem Einklange mit 
Beobachtungen von Verzdr und seinen Mitarbeitern, die in Gallensalz- 
lisungen geléstes Lecithin durch Schleicher-Schiill-Hiilsen nicht 
diffusibel fanden und darauf hinwiesen, daB Lecithin Suspensionen von 
Olsiure in Glykocholat zwar kldrt, aber keinen EinfluB auf die Diffusi- 
bilitaét derartiger Suspensionen ausiibt.) — 7. Anders dagegen, wenn man 
derartige Suspensionen durch Glas-Sinterplatten hindurch diffundieren 
laBt. Hier passiert tatsachlich die durch Lecithinzusatz geklarte Jod- 
behenséuresuspension die relativ groBen Poren der Sinterplatte schneller 
als die triibe, lecithinfreie Suspension, was nicht verwunderlich ist. 

8. Die genauere kolloidchemische Analyse dieser paradoxen Er- 
scheinungen steht noch aus, ebenso natiirlich auch ihre physiologische 
Nutzanwendung. Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, wie kom- 
pliziert die hier obwaltenden Verhaltnisse sind. Es wird Aufgabe weiterer 
Versuche sein, den EinfluB der einzelnen hier in Betracht kommenden 
Faktoren (insbesondere anorganischer Ionen, hydrotropisch und agglo- 
merativ wirksamer Zusatze, Cholesterin, Seifen, Proteine) auf die 
Diffusion und Resorption von Jodbehensiéuresuspensionen soweit zu 
klaren, daB physiologische SchluBfolgerungen gezogen werden kénnen. 














Uber die anticaleifizierende Wirkung der Cerealien. 
Von 
Harald Christiansen. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


> 


(Eingegangen am 3. Mai 1934.) 


Die Calcifikation wird durch eine Reihe von Faktoren inder Nahrung, 
wie z. B. von einem niedrigen Calciumphosphorgehalt, ungeniigendem 
D-Vitamin, oder Saéuretiberschu8 hemmend beeinfluBt. Eime Reilh 
wahrend der letzten Jahre vorgenommener Versuche deuten indessen 
darauf hin, daB weiter noch insbesondere die Cerealien einen bis jetzt 
unerforschten, die Calcifikation hemmend beeinflussenden — einen anti- 
calcifizierenden Stoff enthalten. 

Den Nachweis eines derartigen anticalcifizierenden Faktors der Cerealice 
verdanken wir Mellanby und Holst, und zwar unabhingig voneinander. Di 
Versuche wurden an jungen Hunden und Ratten vorgenommen, welche aut 
einer Nahrung gehalten wurden, deren D-Vitamingehalt derart ungeniigend 
war, daB eine schwache Rachitis herbeigefiihrt wurde. Dieser Nahrung 
wurden verschiedene Getreidearten in verschiedener Menge beigemischt. 
wodurch die Rachitis der Versuchstiere verschlimmert wurde. Hafer hatt: 
die kraftigste anticalcifizierende Wirkung, mit der Gr6éBe der betreffen 
den Haferzulage zunehmend; weniger kraftig war die Wirkung von Mais. 
Gerste und Roggen, am schwachsten war die Wirkung von Weizenmeh| 

Angeregt von den Arbeiten von Mellanby und Holst hat Mirvis/ 
(1930) an Kaninchen den EinfluB eines subecutan und intraperitona! 
injizierten Hafermehlextraktes auf Serumealcium untersucht, wobei sic! 
ergab. daB dieser Extrakt eine im Laufe von 24 Stunden ihr Maximum 
erreichende Abnahme des Serumcalciums und im Laufe von 48 bis 
72 Stunden eine Riickkehr auf den Normalgehalt herbeifiihrte. Dir 
aréBte Abnahme betragt 30°,. Da er eine ahnliche Abnahme nach Injektion 
eines Extraktes aus anderen Geweben wie Muskeln, Gehirn, Pankreas ode 
nach Cholesterin und Olivenél nicht vorfindet, zieht er hieraus die Schluli 
folgerung, da die Abnahme einem besonderen Faktor des betreffenden 
Extraktes zu verdanken sein mubf. 

Mit einem in gleicher Weise praparierten Extrakt habe ich dies 
Versuche nachgepriift: Hafermehl wird wahrend 24 bis 48 Stunden 
mittels ungefahr 0,5°,iger Salzsaure extrahiert. Dieser Extrakt wird 
nach Abstumpfung der Séure mit Natriumhydroxyd (Lackmuspapicr) 
auf ungefahr 100 ccm eingedampft, und dann zentrifugiert; das Filtrat 
wird 24 bis 48 Stunden gegen das gleiche Volumen destillierten Wassers 
dialysiert, das Dialysat dann vollstaéndig eingedampft und der klein: 
braunliche Riickstand in 96° igen Alkohol gelést. Der Alkohol wird au 
dem Wasserbad verdampft, der Riickstand in 10 ccm _ destillierten 


Wassers gelést. 
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Kaninchen, welche mit einer aus Riiben und Hafer bestehenden 
Nahrung gefiittert wurden, habe ich diesen Extrakt injiziert. Jedem 


Kaninchen wurde eine 500 g Hafermehl entsprechende Menge injiziert. 


Serumcalcium in mg pro 100 cem. 





: 24 Std. 48 Std 96 Std. 
Kaninchen Normal nach nach nach 
Nr. Injektion Injektion Iujektion 
1 18,8 16,3 18,0 
2 | 15,2 14.6 13.8 14,2 
3 Injektion 15,6 15,7 14,8 
j j des Extraktes 15.6 14,1 14.6 
5 | | 17,8 14,2 16,0 
6 18,5 16,0 15.5 15,5 


Obiger Versuch wurde mit Hafermehl ausgefiihrt, weil der anti- 
calcifizierende Faktor nach der Angabe von Mellanby hier zu suchen sein 
soll. Vollstandigkeitshalber wurden auch Versuche sowohl mit Extrakt 
aus vollem Hafer als aus Haferschalen durchgefiihrt. Demnach ware zu 
erwarten, dali das Ergebnis des zweiten der beiden nachstehenden 
Versuche ein negatives werden miibte. 





24 Std 48 Std. 
Nr. Normal nach nach 
Injektion Injektion 


15 Injektion eines Extraktes aus 500g vollen 


HafterkGmern seigt.. 6... bk ks 13,9 13,6 13,1 
16  Injektion eines Extraktes aus 509g Hafer- 
BERNE SIG. S's ke sy kd 18 16.5 14.7 


Die Werte zeigen eine Neigung zur Abnahme; dieselbe ist aber nur 
geringfiigig und nicht bei simtlichen Tieren nachweisbar. Es erhebt 
sich somit die Frage, ob die Ergebnisse dieser Versuche tatséchlich als 
Beweis einer direkt calciumherabsetzenden Wirkung des Extraktes 
gelten kénnen. Um die Frage noch weiter zu klaren, wurden auch 
die Wirkungen anderer Lésungen untersucht: 


Serumcaleium in mg pro 100 cem. 





24 Std 48 Std. 
Nr. Normal nach nach 
Injektion Injektion 
7 5e Glucose in 20 cem Wasser gelést, sub- 
cutan . Boy eres se ral ees 17,2 17.6 
S ot —_————— a Aa ee ea 16,8 15,2 16,1 
9 10g Glueose in 20cem Wasser gelost, 
Suboutanh . wk ae ee 15,7 14.2 14.1 
PIRTEEES 7.24,” aerate ee pees 15,6 14.4 17.8 














248 H. Christiansen: 





24 Std. 48 Std 
Nr. Normal nach nach 
Injektion Injektior 


1 kin Alkoholextrakt aus Glucose, wobei der 
Alkohol abgedampft und der Riickstand 


in Wasser gelist wurde, zeigte . .. . 18,2 17,8 16,2 
RO VGONNNNO awe 2 dl eats ite. ve ets 15 12,4 13,6 
13 Injektion von 2 g¢ Natriumcehlorid in 20 eem 

WrMeser Borete 60S oe SNS Gee 15,8 14,8 14,0 
RE OSMEOO fsa OE ee ee to ee 14,8 15,0 16,0 


Wie ersichtlich, ist auch nach diesen Injektionen, denen man keinen 
anticalcifizierenden Faktor zumuten kann, durchgaingig eine Abnahny 
des Serumealciums wahrnehmbar; wie weit diese Abnahme geringfiigige: 
ist und weniger haufig eintritt, laBt sich auf Grund des ziemlich 
knappen Materials unmdglich feststellen. Das Hauptergebnis diese: 
Versuche diirfte sein, daB das Serumcalcium bei Kaninchen derart labil 
ist, daB diese Abnahme fiir den Hafermehlextrakt nicht besonders 
charakteristisch ist, und dali’ man dieselbe nicht als Beweis fiir das 
Vorhandensein eines anticalcifizierenden Faktors im Hafermehl be- 
trachten darf. 


Das Serumcalcium bei meinen Kaninchen schwankt zwischen 13,9 und 
18,8mg-°,. Nach Angabe von Eskelund liegt das Serumecalcium bei 41 
gesunden Kaninchen zwischen 15,02 und 24,23 mg-°,. Ipponsugi findet die 
auBersten Grenzen zwischen 12 und 20,5 mg-°,. 

Der Calciumgehalt des Serums schwankt aber nicht allein unter 
Kaninchen im allgemeinen innerhalb dieser weiten Grenzen, sondern das 
gleiche ist auch bei dem einzelnen Kaninchen der Fall. Wie Eskelund nach 
gewiesen hat, fiihren die wiederholten Aderlasse zwecks Blutgewinnung 
fiir die Calcitumbestimmungen eine Abnahme des Serumcalciums um 4 bis 
11,6°, herbei, ohne daB jedoch zwischen der entnommenen Blutmenge und 
dieser Abnahme eine konstante Relation zu bestehen scheint. 

Bei dem Kaninchen Nr. 17 habe ich bei taglichen Bestimmungen die 
folgenden Werte gefunden: 16,0, 15,2, 14,8, 15,5, 14,0, 16,0, 14,8 mg-° 
bei dem Kaninchen Nr. 18: 15,6, 14,0, 16,8, 15,4 mg-°,. Hierzu kommt 
noch, daB verschiedene Faktoren, wie z. B. die Art der Nahrung, die Jahres- 
zeit fiir den Serumcalciumgehalt der Kaninchen eine Rolle spielen (Luithlen. 
Grant und Gates), weshalb Kaninchen fiir diese Versuche als ungeeignet 
angesehen werden mtissen. 

Unter den sonstigen Wegen, welche die Frage nach der Existenz eines 
anticaleifizierenden Faktors etwa klaren kénnten, sei die Untersuchung 
der Schwankungen der Calciumausscheidung im Harn bei sonst kon- 
stanter Nahrung erwahnt. Bis jetzt habe ich nur zwei solcher Unte1 
suchungen vorgenommen., 

Ich habe am Kaninchen Nr. 19, welches 8 Tage vor dem Beginn und 
wihrend des ganzen Versuchs taglich 250g Riiben bekam, die tagliche 
Calciumausscheidung bestimmt; dieselbe betrug, bei einer durchschnittlichen 
Tagesdiurese von 136 cem, wéihrend 10 Tagen durchschnittlich 11.9mg. Nach 
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beutaner Injektion von Hafermehlextrakt, 500 g Hafermehl entsprechend, 

trug die tagliche durchschnittliche Calciumausscheidung im Harn 25,7 mg 

einer taglichen Durchschnittsdiurese von 172 ccm. Eine spiter erfolgende 
Versuchsreihe ergab bei demselben Kaninchen wahrend einer fiinftagigen 
Periode eine tagliche Durehschnittsecalciumausscheidung im Harn von 
Is.9mg und nach Injektion von Hafermehlextrakt wahrend der folgenden 
5 Tage eine Erhéhung auf durchsechnittlich 34 mg _ taglich. 

Wenngleich also weder die Versuche von Mirvish noch die meinigen 
aus dem calciumherabsetzenden Vermégen des Hafermehlextraktes 
im Blute irgendwelche weitere SchluBfolgerungen zulassen, weil die 
Kaninchen als Versuchstiere auf diesem Gebiete nicht geeignet sind, 
darf trotzdem die Existenz eines derartigen Faktors nicht als aus- 
geschlossen angesehen werden; hierfiir spricht die gréBere Calcium- 
ausscheidung im Harn nach den Injektionen, und die Versuche 
sollten mit anderen Versuchstieren, deren Serumcalcium konstanter 
ist,weitergefiihrt werden, um médglicherweise auf diesem Wege die 
anticalcifizierende Wirkung der Cerealien naher zu erforschen. 

Der von Mellanby und Holst nachgewiesene rachitogene Faktor 
hat sich jungen Ratten gegeniiber, welche gleichzeitig die am Institute 
iibliche, Lebertran enthaltende Zuchtkost bekamen, als wirkungslos 
erwiesen. Von vier jungen Ratten wurden zwei einen Monat hindurch 
tiglich mit einer 50g Hafermehl entsprechenden Extraktmenge ge- 
spritzt. Es konnte kein Unterschied in bezug auf Gewichtszunahme 
zwischen den injizierten und den nicht injizierten Ratten beobachtet 
werden, und die Réntgenuntersuchung ergab kein Anzeichen von 
tachitis oder sonstigen Knochenleiden bei den gespritzten Tieren. Dies 
entspricht véllig Mellanbys Versuchen, wonach Lebertran in ganz 
winzigen Mengen die anticalcifizierende Wirkung der Cerealien zu neu- 
tralisieren vermag. 


Literatur. 
V. Eskelund, Disputats. Kebenhavn 1931. M. H. Green and 
E, Mellanby, Biochem. J. 22, 1928. J.H. B. Grant u. F. L. Gates, Proc. 
of the soc. f. exper. biol. a. med. 22, 315, 1925. T. Ipponsugi, Mitteil. 
iiber allgem. Pathol. u. pathol. Anatomie 3, 216, 1926. — F. Luithlen, Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 68, 208, 1912. E. Mellanby, Brit. med. J. 


1925. Medical Research Council Special Report Series No. 93; J. of Phys. 61, 
Proce. XXIV, 1926: Brit. med. J. No. 46, 865, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 271 iy 











Experimentelle Untersuchungen 
iiber den Kinflub der Mineralstoffe auf die Oxydationslage des 
Koérpers bei vyitaminarmer Ernihrung. 
Von 
aul Thomas. 
(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an d 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5, April 1934.) 


Kinen Beitrag zur Frage der Abhangigkeit der Vitaminfunktion 
vom ionalen Milieu im Korper soll die vorliegende Arbeit bringen. Eines 
der charakteristischsten Kennzeichen der Stérung des Stoffwechsels 
der organischen Substanz bei der Avitaminose oder einer allgemeinen 
hochgradigen Hypovitaminose ist bekanntlich die Steigerung des 
Harnquotienten C: N [A. Bickel (1)]. Sehr genau ist diese Erscheinung 
gerade auch an Ratten studiert worden. Sie wurde auf den Mangel an 
dem hitzebestandigen B,-Faktor zuriickgefiihrt [Stanislaus K. Kon (2)} 
Wenn man also Ratten mit vitaminfreiem, aber sonst vollstandigem 





mineralstoffreichem Futter ernahrt, steigt langsam der Harnquotient 
C:N an, bei einzelnen Tieren etwas friiher, bei anderen etwas spiter 
Eine Mitwirkung der Mineralstoffe am Zustandekommen dieses Pha 
nomens ist méglich. Tritt dieses avitaminése Symptom nur bei normale: 
Mineralisation des Kérpers auf und bleibt bei gestérter Mineralisation 


aus, so beweist das, daB die reine avitaminése Stérung nur bei Integritit 
der mineralischen Versorgung des Kérpers méglich ist, daB also dei 
typische Ausfall dieser Vitaminwirkung sich nur bei normaler Minerali- 
sation zeigt, mithin auch wahrscheinlich die Vitaminwirkung als solch« 
bei ihrem Zustandekommen einer bestimmten Mineralisation des 
Koérpers bedarf. Meine Versuchsanordnung war folgende. 


Wahrend des ganzen Versuchs erhielten die Versuchstiere (Ratten 
tiiglich das gleiche vitaminfreie und mineralstoffarme Futter. In eine: 
Vorperiode wurde tiglich eine bestimmte Mineralstoffzulage gegeben, 
die in der Hauptperiode in Fortfall kam. In einer Nachperiode wurd 
wieder die Mineralstoffzulage verabfolgt!. Wie gestaltet sich nun im 
Verlauf der einzelnen Versuchsperioden der Harnquotient C: N ? 


' Zwischen Hauptperiode und Nachperiode war noch eine kleine Period: 
mit Zitronensattzulage zum mineralstoffarmen Futter eingeschoben worden 
aus Griinden, die nur mittelbar in Beziehung zu dem vorliegenden Thema 
stehen. Deshalb kann die Besprechung der Ergebnisse dieser Zwischen 
periode im folgenden kursorisch geschehen. 
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In Parenthese sei hier daran erinnert, daB aus einer Arbeit von 
Kanamori (3) am Hunde hervorgeht, weitgehender Mineralstoffentzug 
us der Nahrung fiihre bei gleichzeitiger geniigender Vitaminversor- 
vung des Kérpers zu keiner Anderung in der Lage des Harn- 
quotienten C:N. 

Uber das Verhalten des Oxydationsquotienten des Harns Vakat- 
O:N bei der Avitaminose liegen ebensowenig Beobachtungen vor, 
wie uber dasjenige des Quotienten Vakat-O:C. Gleichviel wurden 
ich diese Harnquotienten bei meinen Versuchen bestimmt. 


Versuchsanordnung. 


Es wurden vier mannliche weibe Ratten im Gewicht von 140 bis 180 g 
in Einzelstotfwechselkaitigen gehalten. Der Harn wurde quantitativ auf 
gefangen, und es wurde taglich darin N, Cl, C und Vakat-O bestimmt. 
Aus den Durchschnittswerten dieser Analysen mehrerer aufeinander- 
folgender Tage wurden die Harnquotienten C: N, Vakat-O: N und Vakat-O 

( berechnet. In den Tabellen sind stets die Mittelwerte fiir mehrere aut- 
einanderfolgende Tage angegeben. ( wurde nach Nicloux-Osuka (4), Vakat-O 
nach Miiller-Kanitz (5) und N mit der Halbmikromethode nach Ajeldah/ 
bestimmt. Die Berechnung der Periodenmittelwerte der Quotienten geschah 
in der tiblichen Weise durch Division der Periodenmittelwerte fiir C, Vakat-O 
und N. 

Das Futter hatte folgende Zusammensetzung: auf 200 cem Wasser 
kamen 12 g feines Weizenmehl, 4 g¢ reine Kartoffelstarke, 4 ¢ ausgelassenes 
Schweineschmalz und 4 g Zucker; die Mischung wurde zu einem homogenen 
Brei kurz aufgekocht. Sie war praktisch vitamintrei. Die Tiere bekamen 
von dem Futter taglich eine so reichliche Menge in ihre Napfe zugewogen, 
daB nach 24 Stunden in der Regel noch Reste vorhanden waren. Durch 
Bestimmung des Gewichts dieser Reste und ihren Abzug von der zuriick- 
gewogenen Menge wurde der tigliche Futterverzehr ermittelt, wie er in 
den Tabellen angegeben ist. 

In der Vorperiode und in der Nachperiode wurde das Futter mit 
Leitungswasser hergestellt. Ferner wurden der oben genannten Futter- 
ration 0,4g¢ Salzgemisch zugesetzt. Das Salzgemisch bestand aus: 250 g 
Kochsalz, 85g Cale. phosph., 85 g Magnesium phosph., 30 g Chlorkalium, 
25 g Ferricitrat, 0.5 g Jodi puri und 0.1 g Kal. jodat. In der Hauptperiode 
und der ihr folgenden Periode mit Zitronensaftzulage wurde das Futter mit 
destilliertem Wasser hergerichtet und die Salzgemischzulage kam in Fortfall. 
Wahrend der Zitronensaftperiode erhielt jedes Tier taglich 0,5 cem frischen 
Zitronensaftes. Die 24g Trockensubstanz des Grundfutters enthielten nach 
den Schall-Heislerschen Tabellen rund 118 mg Mineralstoffe. Der Mineral- 
stoffgehalt des Grundfutters verhielt sich zur Menge der zugelegten Mineralien 
etwa wie 0,118: 0,4. 

Diese ganze Berechnung hat natiirlich nur den Wert einer Uberschlags 
rechnung. Sie zeigt aber, daBb in der Hauptperiode durch das Fortlassen det 
Salzgemischzulage und durch den dazutretenden Ersatz des Leitungs- 
wassers durch destilliertes Wasser, der prozentuale Mineralstoffgehalt der 
Nahrung etwa auf ein Drittel bis ein Viertel des Wertes der Vorperiode 
herabgedriickt worden war, und daB die Tiere mindestens die drei- bis vier- 
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fache Futtermenge hatten fressen miissen, wenn sie in der Hauptperiod 
ihrem K6rper annihernd die gleiche absolute Mineralstoffmenge hatt« 
liefern wollen, die sie thm in der Vorperiode taglich zugefiihrt hatten. D 
im Mittel jedes Tier taglich in der Vorperiode 42,2 g und in der Haupt 
periode 61,8 g Futter verzehrte, wurde in der Hauptperiode nur etwa 50 
Futter mehr als in der Vorperiode verzehrt. Daraus folgt, daB in der Haup 
periode die Mehrzufuhr an Mineralstoffen im Grundfutter im Vergleich z 
Vorperiode auch nur 50°, und bei weitem nicht 300 bis 400°, betrug, 
daB also im Vergleich zur Vorperiode die Tiere in der Hauptperiode trot 
der gesteigerten Nahrungsautnahme immer noch im Hinblick auf die al 
soluten Mengen mit Mineralstoffen stark unterernahrt worden waren. 


Tabelle I. 


Mittelwerte fiir N, C, Vakat-O und Futterverzehr bei de: 
einzelnen Ratten und allen Ratten in den einzelnen Versuchs 
perioden. 





N C Vakat-O Futter N Cc Vakat-O Futter 
mg mg mg g mg mg mg £ 
Vorperiode Haupt periode 
(Versuchstage 1 bis 8). (Versuchstage 9 bis 30). 
Ratte Nr.1 ... . | 57,6 | 56,9 | 71,9 | 42,1 || 62,8 | 57,1 | 50,9 | 688 
a 2 «0 « « | Ole | OLS | B28. | 228 i O22 | 28.7 1 a7 | 238 
: » &9 «... | 528 | 50,5 | 62,8 | 41,8 || 466 | 49,0 | 40,0 | 63,6 
» » 4 .... if 46,3 | 46,7 | 58,9 | 42.6 | 5389 | 52,4 | 482 | 65.6 
Mittel: || 52,1 | 51,6 | 61,4 | 42,2 | 53,8 | 51,8 | 45,2 | 61,8 
Zitronensaftperiode Nachperiode 


(Versuchstage 31 bis 37). (Versuchstage 38 bis 42). 


Ratte Nr. 1 46,8 | 55,9 | 53,4 | 80,3 366 | 386 | 39,3 | 66,6 
” ee 45,5 | 54,2 | 53,8 | 70,7 | 31,5 | 59,7 | 36,8 | 57,6 

ce 46.0 | 50,0 | 50,8 | 77,2 | 33,2 39,0 | 31,9 | 668 

- 4 45,2 | 58,2 | 49,8 | 77,2 || 84,1 | 44,1 | 35,9 | 71,6 


Mittel: || 45,9 | 53,3 | 51,8 | 76,3 || 33,8 | 45,8 | 35,9 | 65,6 


Tabelle II. 
Mittelwerte der Quotienten bei den einzelnen Ratten und be: 
allen Ratten in den einzelnen Versuchsperioden einschlieBlich 
der Schwankungen der Quotienten in der Vorperiode. 





C:N Schwan- yakat-O:N  Schwan- yakat-0:¢ Sehwan- 
kung * kung* kung * 


Vorperiode. 


Ratte Nr.1. . 0.987 0,172 1,248 0,070 1,263 0,282 
ae. Se 0,990 0,156 1,017 0,048 1,027 0.111 
ER: tg 0,956 0,074 1,179 0,130 1,233 0,228 

Se. aime 1,008 0,041 1,272 0,055 1,261 0,003 
Mittel: 0,990 0111 1,178 0,076 1,189 | 0,156 


* Die Schwankung gibt die Differenz der Durchschnittsquotienten fiir die Versuchstag: 
1 bis 4 und 5 bis 8 der Vorperiode an. 
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Tabelle IL (Fortsetzung). 





C:N Vakat-O:N  Vakat-0:C C:N Vakat-O:N. Vakat-O:€ 





Haupt periode. Zitronensaftperiode. 
Ratte Nr.l . . 0,909 0.809 0,891 1191 * 1,148 0,967 
pg) era 0,894 0.798 0.892 1,207 1,224 1.008 
ef a: a 1,054 0.860 0,816 1,084 1,102 1,015 
et 0,973 0,894 0,919 1,176 1,090 0,927 
Mittel: 0,953 0,840 0,881 1,161 1,128 0,971 
C:N Vakat-O:N Vakat-O0:C 


Nachperiode. 


Ratte Nr. 1 1,054 1,073 1,018 
* sig 1,895 1,168 0,616 
ee 1,174 1,960 0.817 

' » & 1,293 1,052 0,814 
Mittel: 1,340 1,062 0,792 

Mittel o. Ratte Nr. 2: 1,171 1,030 0,880 


Tabelle III. 


Mittelwerte fiir die Cl-Mengen in mg in den 24stiindigen Harn- 
mengen bei den einzelnen Ratten in den einzelnen Perioden. 





Zitronensaft- 


Vorperiode Hauptperiode periode Nachpe riode 
Ratte Nr. 1 Oe 62.4 55,9 54,1 114.9 
ee eee ; 62.6 39,7 52,2 91,8 
ee eae 69.7 53,3 60,5 125.4 
mune ee 62.1 52.3 56,9 132.5 
Mittel: 64,2 50.3 55,9 116.1 


Besprechung der Versuche. 


1. Im Verlauf der Vorperiode mit mineralisiertem, vitaminfreiem 
Futter stieg bei den Tieren Nr. | bis 3 der Harnquotient C: N allmahlich 
an, bei dem Tier Nr. 4 blieb er unverandert. Es hatte sich also bei der 
Mehrzah! der Versuchstiere der Zustand einer allgemeinen Avitaminose zu 
entwickeln begonnen. 

2. In der auf diese Vorperiode folgenden 22taigigen Hauptperiode mit 
der mineralstoffarmen, vitaminfreien Ernahrung stellte sich zuvorderst 
eine beschleunigte Kérpergewichtsabnahme ein (Ratte Nr. 1 bis 4). Dieser 
Korpergewichtsverminderung wurde aber meistens durch eine nun ein- 
setzende gesteigerte Nahrungsaufnahme nicht nur Einhalt geboten, sondern 
es wurden auch dadurch die eintretenden K6érpergewichtsverluste in der 
Folgezeit gelegentlich wieder etwas eingeholt (Ratte Nr. 1, 3, 4). Die Koérper- 
gewichtsverluste in der Hauptperiode waren im Hinblick auf ihre teilweise 
Redressierbarkeit offensichtlich nicht rein avitaminéser Art. Die Ver- 
mehrung der Nahrungsaufnahme, die aber, wie bereits auseinandergesetzt 
wurde, weit davon entfernt war. die Mineralstoffversorgung des Kérpers im 
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Verlauf der Hauptperiode in nennenswerter Weise derjenigen in der Vo 
periode mit dem mineralisierten Futter anzugleichen, fiihrte ferner wo! 
in erster Linie zu einer Vermehrung der 24stiindigen Harnmenge in d 
Hauptperiode; zum Teil wird diese Harnvermehrung auch mit der Ent 
mineralisierung des Kérpers in der Hauptperiode zusammenhingen. 1D 
ungeniigende Versorgung des Kérpers mit Mineralstoffen in der Haup' 
periode zeigte sich auch an der GréBe der Chlorausscheidung durch di 
Harn. Gerade im Beginn der Hauptperiode war die 24stiindige Harnchlo: 
menge wesentlich vermindert. Im spéteren Verlauf der Hauptperiode w 
diese Verminderung mit dem Ejinsetzen der gesteigerten Nahrungszuful, 
weniger deutlich, die Chlorwerte zeigten starke Schwankungen, ab 
schlieBlich war doch im Mittel aller Versuche in der Hauptperiode  d 
tigliche Chlorausscheidung durch den Harn um etwa 22°, gegeniiber de1 
entsprechenden Wert der Vorperiode herabgesetzt. 

3. Der Harnquotient C:N zeigte wahrend der Hauptperiode bali 
in der ersten Zeit derselben (Ratte Nr. 1: Versuchstage 13 bis 16, Ratt 
Nr. 4: Versuchstage 13 bis 16 und 17 bis 20), bald am Ende derselbe: 
(Ratte Nr. 2: Versuchstage 29 bis 30), bald aber auch niemals (Ratte Nr. 3 
eine voriibergehende leichte Senkung. Eine Steigerung tiber den Mittelwert 
der letzten Vorperiodentage kam in der Regel nicht vor. Wenn man di: 
Mittelwerte der Quotienten aus den ganzen Versuchsperioden durch Divisio: 
der Durechschnittswerte fiir C und N berechnete, so ergaben sich bei de: 
einzelnen Versuchstieren tiberhaupt keinerlei Differenzen zwischen de 
Quotientwerten der Vorperiode und der Hauptperiode, die aus dem Rahmen 
der Schwankungen fiir diese Quotienten in den Vorperioden etwa herau- 
gefallen waren. Die Avitaminose hatte also offensichtlich bei der mineralsto/| 
armen Erndhrung in der Hawptperiode nicht zu einer entsprechenden fort 
schreitenden Erhéhung von C:N_ gefihrt. An diesem Versuchsergebnis 
andert sich auch nichts, wenn man die Hauptperiodenwerte nur mit den 
Werte der letzten Vorperiodenhalfte vergleicht. Eher war dann der Mitte! 
wert der Hauptperiode ein wenig erniedrigt. 

4. Der Harnquotient Vakat-O: N zeigte in der Hauptperiode, ab 
gesehen von einer einzigen, voriibergehenden Ausnahme bei Ratte Nr. 3 
vom 21. bis 24. Versuchstage, wo iiberhaupt keine Veranderung an ihm 
vorhanden war, eine deutliche Senkung. Das kam auch bei der Berechnung 
der Durchschnittswerte dieses Quotienten in den einzelnen Versuchs 
perioden bei jedem Tiere klar zum Ausdruck. Auch im Vergleich zu 
der Lage von Vakat-O:N im letzten Abschnitt der Vorperiode wat 
in der Hauptperiode nur eine eindeutige Senkung dieses Quotienten 
vorhanden. 

5. Der Harnquotient Vakat-O: C zeigte im allgemeinen, allerdings be 
starkeren Schwankungen, eine Neigung zur Senkung. Das wurde deutlicher. 
wenn man die durchschnittlichen Quotientwerte der einzelnen Tiere in den 
ganzen Versuchsperioden gegeniiberstellte. Bei der Ratte Nr. 3 und 4 war 
die Senkung zweifellos vorhanden, bei der Ratte Nr. 1 war sie leicht an 
gedeutet, bei der Ratte Nr. 2 wurde dagegen jede die Schwankung des 
Quotienten in der Vorperiode iiberschreitende Anderung vermiSt. Rege! 
maBig war die Senkung des Mittelwertes der Hauptperiode im Vergleich 
zur Lage dieses Quotienten in dem letzten Abschnitt der Vorperiode vo1 
handen. 

6. Uber die Genese der beobachteten Harnquotientanderungen in de1 
Hauptperiode gibt eine Betrachtung der absoluten Werte fiir N, C und 
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Vakat-O im Durchschnitt threr Gewichte in den 24stiindigen Harnmengen 
der einzelnen Versuchsperioden Aufschlu8. Wahrend die absoluten Werte 
fir Vakat-O in der Hauptperiode regelmaBig bedeutend, und zwar 18 bis 
35°,, niedriger waren als in der Vorperiode, waren die absoluten C-Werte 
utweder fast gleich in beiden Perioden (Ratte Nr. 1 und 3), oder einnal in 
der Hauptperiode um 9°, niedriger (Ratte Nr. 2), oder ein anderes Mal in 
der Hauptperiode um 12°, héher (Ratte Nr. 4) als in der Vorperiode. 
Die absoluten Harn-N-Werte waren in der Hauptperiode schwankend, 
aber bei der gesteigerten Nahrungszufuhr in der Hauptperiode in der Regel 
etwas erhéht. Nur bei Ratte Nr. 3 war in der Hauptperiode der Harn-N- 
Wert trotz gesteigerten Nahrungsverzehrs erniedrigt. Der Retentionsfaktor 
wirkte also offensichtlich bei der Gestaltung der Harn-N-Werte wesentlich 
mit. Wenn man jedoch die taglichen Durchschnittswerte fiir N, C und 
Vakat-O fiir alle vier Tiere zusammen in der Vorperiode und in der Haupt- 
periode bestimmte, ergab sich eine sehr bemerkenswerte Ubereinstimmung 
bei den N- und C-Werten in beiden Versuchsperioden (52,1 mg N in der 
Vorperiode gegen 53,8 mg N in der Hauptperiode, 51.6 mg C in der Vor- 
periode gegen 41.3 mg C in der Hauptperiode), waihrend der Mittelwert 
fir Vakat-O in der Hauptperiode mit 45,2 mg betrachtlich tiefer als 
n der Vorperiode mit 61.4 mg pro Tag und vier Tiere lag. Aws alledem 
geht hervor, dap die in der Hau pt pe riode bheobachteten Harnquotient- 
dnderungen fast ausschlieBlich durch die Anderung der absoluten Werte fiir 
Vakat-O bedingt sind. 


7. Aus den unter Nr. 1] bis 6 zusammengestellten Beobachtungen 
ergibt sich folgendes: Die Verarmung der vitamintreien Nahrung an Mineral- 
stoffen fiihrte einmal zu einer durch verstarkte Nahrungszufuhr weitgehend 
kompensierbaren Senkung des Kérpergewichts. Verminderung des Harn- 
Chlorgehalts und Vermehrung der Harnmenge; auBerdem wurde aber die 
harnfahige, organische Substanz bei in Relation zu ihrem N-Gehalt normalem 
(-Gehalt in erh6htem MaBe durchoxydiert. Das Letztere ergibt sich eben- 
sowohl aus der bedeutenden Senkung des Harnoxydationsquotienten 
Vakat-O : N, wie auch aus der zumindest vorhandenen Neigung zur Senkung 
des Harnquotienten Vakat-O: C, die zugleich auf den relativen Reichtum 
der dysoxydablen Harnsubstanz an unvollstindig oxydiertem C hinweist. 
Mit anderen Worten: die qualitativ verbesserte Durchoxydierung der 
dysoxydablen Harnsubstanz in der Hauptperiode betrifft nicht ihren 
Kohlenstoff, sondern ihre anderen, der Oxydation zugiinglichen Elemente. 
Die C-Oxydation in der dysoxydablen Harnsubstanz wird jedenfalls nicht 
im Sinne einer Kohlenstoffverarmung durch den Mineralstoffentzug aus 
der Nahrung beeinfluBt. 


8. In einer an die Hauptperiode sich anschlieBenden kiirzeren Zwischen- 
periode mit Zitronensaftzulage zum mineralstoff- und vitaminarmen Grund- 
futter wurden die Werte der Harnquotienten, soweit sie sich in der Haupt- 
periode geindert hatten, den Werten dieses Quotienten in der Vorperiode 
angenahert. Mit dem Zitronensaft war das Futter mit Vitaminen und auch 
ein wenig mit Mineralstoffen angereichert worden. 


9. Im Anschlu8 an die Periode mit Zitronensaftzulage, erhielten nun 
die Tiere vom 38. bis 42. Versuchstage unter Fortlassung des Zitronensaftes 
eine Zulage von 0,4 g Salzgemisch zum Grundfutter, wie in der Vorperiode. 
Im Mittel betrug der tagliche Nahrungsverzehr in dieser Nachperiode 
65,6 ¢ pro Tag und Tier. Unter Zugrundelegung der Berechnung nach den 
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Schall-Heislerschen Tabellen erhielt Jedes Tier taglich in dieser Period 
etwa 0,151 ¢ Mineralstoffe, d.h. etwa 50°, mehr als in der Vorperiod 
etwa 371°, mehr als in der Hauptperiode und etwa 251°, mehr als in de: 
Zitronensattperiode. 


Es wurde also in dieser Nachperiode zweifellos eine starke Minerali 
sierung des Koérpers herbeigefiihrt, wie es in keiner der friiheren Versuchs 
perioden geschehen war. 

Die Folge dieser Mineralisierung zeigte sich an einem gewissen Riickgany 
der Nahrungsaufnahme, besonders gegeniiber derjenigen in der Zitronensaft 
periode. Die Nahrungsaufnahme betrug im Mittel in dieser Nachperiod: 
65.6 g gegen 76,4 g in der Zitronensatft-, 61,8 g in der Haupt- und 42,2 ¢ 1 
der Vorperiode. An der Harnmenge anderte sich nichts Wesentliches. Woh! 
aber schnellte die tagliche Chlorausscheidung durch den Harn in die Héh: 
Sie betrug im Mittel 116,1 mg, d. h. sie war im Vergleich zur Vorperiode un 
etwa 81°, im Vergleich zur Hauptperiode um etwa 131°, erhéht. Dies 
starke Steigerung der Chlorausscheidung in der Nachperiode im Vergleich 
zur Vorperiode zeigt, daB8 die Mineralstoffzufuhr in dieser Periode den 
Mineralstoffbedarf des K6rpers tiberreichlich gedeckt hatte. Am Stoft! 
wechsel der organischen Substanz wirkte sich diese Mineralstoffzufuhr b 
gleichzeitiger avitaminéser Ernahrung wie folgt aus. Trotz der annihernd 
gleichen Nahrungsaufnahme, wie sie in der Hauptperiode gewesen war, 
hatte eine bereits in der Hauptperiode im Vergleich zur Vorperiode ein 
setzende N-Retention in der Nachperiode eine weitere starke Steigeruny 
erfahren. Auch die absoluten Werte fiir C und Vakat-O lagen in 
Mittel in dieser Nachperiode wesentlich tiefer, als in allen anderen 
Perioden des Versuchs. Das Ergebnis dieser Anderungen in der Nach 
periode war folgendes: 

Bei der Ratte Nr. 2 zeigte der Wert fiir C: N mit 1,895 eine so gewaltige 
Steigerung tiber die entsprechenden Werte bei den itibrigen Tieren hinaus. 
daB Zweifel an seiner Richtigkeit hitten aufkommen miissen, wenn es sich 
nicht um einen Durchschnittswert von 5 Versuchstagen gehandelt hatte. 
oder wenn die Annahme eines Analysenfehlers irgendwelche Begriindung 
gefunden hatte. Zur Sicherheit wollen wir im folgenden die Mittelwerte 
aus allen Versuchen ohne und mit dem Wert fiir die Ratte Nr. 2 berechnen. 
Ohne Ratte Nr. 2 war in der Nachperiode bei allen Versuchen der Mittelwert 
des Quotienten C:N 1171 (mit Ratten Nr. 2 1,340), der Mittelwert 
fiir Vakat-O: N 1,030 (mit Ratte Nr. 2 1,062), fiir Vakat-O: C O,880 
(mit Ratte Nr. 2 0,792). 

Im Vergleich zur Vorperiode war C.: N mit 1,171 sicher wesentlich erhoht. 
stark erhéht. wenn man alle vier Tiere in Rechnung stellte. Eine Erhéhuny 
war immer vorhanden gegeniiber dem ersten Teil und meistens auch gegen 
iiber dem zweiten Teil der Vorperiode. Vakat-O: N lag mit 1,030 niedrige! 
als der Vorperiodenwert der Ratten Nr. 1 und 4, aber fast auf gleiche 
Hohe wie der Vorperiodenwert bei Ratte Nr. 2 und 3. bis auf Ratte Nr. 2 
niedriger, als in beiden Teilen der Vorperiode. Vakat-O: © lag durehgiangi 
tiefer als die analogen Vorperiodenwerte, auch bei Bezug auf jeden Vor- 
periodenabschnitt. 

Die plétzlich einsetzende Uberflutung des Kérpers mit Mineralstoffen 
hatte den Quotienten (: N wesentlich iiber seinen Wert in der Vorperiode 
in die Héhe getrieben, aber an der Lage des Quotienten Vakat-O : N nicht 
viel geaindert; er lag ahnlich wie bereits in der Zitronensattperiode bei dem 
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Werte der Vorperiode oder etwas darunter. Der Quotient Vakat-O: C aber 
ig im Mittel tiefer, als in der Zitronensaftperiode und erst recht tiefer als 
n der Vorperiode. Seine Lage war in dieser Nachperiode ahnlich derjenigen 
n der Hauptperiode. , 

Es war also die Mineralisierung in der Nachperiode mit einer betricht- 
lichen N-Retention verbunden, die Mineraiisierung hatte eine zum N 
elative Vermehrung des dysoxydablen Kohlenstoffs gebracht und, was auch 
schon in der Zitronensaftperiode zum Ausdruck gekommen war, die in der 
Hauptperiode aufgetretene bessere Durchoxydierung an den Nicht-C- 
Komponenten der organischen Harnsubstanz weitgehend — riickgiingig 
gemacht. Es wurde jetzt eine dysoxydable Harnsubstanz gebildet, die im 
Verhaltnis zum Stickstoff abnorm kohlenstoffreich war, aber in toto nur 
eine wenig bessere Durchoxydierung erkennen lieB, als sie in der Vorperiode, 
hesonders in deren erstem Abschnitt vorhanden war. 

Die ausgiebige Mineralstoffzufuhr in der Nachperiode verhalf also 
offenbar der bis dahin mehr oder weniger verschleierten avitamindésen 
Stoffwechsellage zu klarem Ausdruck und kompensierte in gré8tem Umfange 
die durch den Mineralstoffentzug hervorgerufene Beeintlussung in der 
Oxydationslage. Da iiber die Lage von Vakat-O:N und Vakat-O:C bei 
der reinen Avitaminose nichts bekannt ist, laBt sich auch dariiber nichts 
sagen, Wieweit die erhebliche Senkung von Vakat-O: C in der Nachperiode 
ein avitaminéses Symptom ist. 


Zusammentassung der wichtigsten Versuchsergebnisse. 


a) Durch die weitgehende Demineralisierung einer vitaminfreien 
Nahrung gelingt es bei Ratten plétzlich die Oxydationen im Kérper 
derart zu andern, daB die zu erwartende Steigerung des Harnquotienten 
(': N, wie sie bei fortschreitender Avitaminose die Regel ist, ausbleibt, 
daB eine dysoxydable Harnsubstanz entsteht, die in bezug auf ihren 
N-Gehalt einen normalen C-Gehalt besitzt, aber an ihren itibrigen 
dysoxydablen Elementen eine erhéhte Durchoxydierung aufweist. 


b) Durch eine kraftige Mineralisierung einer vitaminfreien Nahrung 
kann die Zusammensetzung der dysoxydablen Harnsubstanz derart 
geandert, werden, daB sie in bezug auf ihren N-Gehalt einen erhéhten 
C-Gehalt erhalt, dabei aber in toto dennoch eine verbesserte Durch- 
oxydierung erkennen laBt, als sie urspriinglich in der Vorperiode vor- 
handen war. Durch die Remineralisierung des avitaminésen Korpers 
wird offenbar der bis dahin durch die Entmineralisierung verschleierten 
avitaminésen Stoffwechselstérung zum Ausdruck verholfen. 


c) Diese Beobachtungen sind ein sehr markantes Beispiel dafiir, 
daB durch Entzug oder Zufuhr der biologisch wichtigsten Mineralstoffe 
Anderungen in der Oxydationslage des avitaminés ernihrten Kérpers 
herbeigefiihrt werden kénnen, die in Anderungen der Lage der Harn- 
quotienten C:N, Vakat-O:N und Vakat-O:C ihren Ausdruck 
finden, und daB die avitaminésen Stoffwechselstérungen nur dann in 
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reiner Form zur Ausbildung gelangen, wenn gleichzeitig die Minera! 
stoffversorgung des Kérpers nicht geschadigt ist. 

d) Aus diesen Beobachtungen ergibt sich ferner, daB bei gleich 
bleibendem N- und C-Gehalt der dysoxydablen Harnsubstanz dennoc! 
Anderungen in dem Grade ihrer Durchoxydierung méglich sind, dati 
also die Bewegung der Harnquotienten C: N und Vakat-O: N keines 
wegs immer gleichsinnig verlauft; wie die vorliegenden Versuche zeigen 
kann Vakat-O:N sinken bei Unveranderlichkeit von C:N (Haupt 
periode), oder Vakat-O: N erniedrigt sein bei erhéhtem C:N (Nach 
periode). 


Literatur. 
1) A. Bickel, Miinch. med. Wochenschr. Nr. 46, 1924; Med. Klin 
Nr. 29, 1925; Die medizinische Welt Nr. 19, 1930. 2) St. K. Kon, The J 
ot Nutrition 1, Nr. 6, 467, July 1929. — 3) Kanamori, diese Zeitschr. 175, 
318, 1926. 4) Osuka, ebenda 244, 284, 1932. 5) Kanitz, ebenda 249. 


234, 1932; 257, 361, 1933. 
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Uber das Reaktionsoptimum des Chymosins. 
(Vorlautige Mitteilung.) 
Von 
Erling Lundsteen. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat HKopenhagen.) 
(Eingegangen am 8. April 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wahrend der Koagulation der Milch erfolgt bekanntlich erst 
eine enzymatische Umwandlung des Caseinogens in Casein und danach 
eine Niederfaillung des  unléslichen Proteins. Die Koagulations- 
geschwindigkeit nimmt mit steigendem <Aziditatsgrad der Mileh zu, 
was durch Ermittlung der Koagulationszeit der nach Zusatz variieren- 
der Saéuremengen zur Milch entstehenden Mischungen leicht nach- 
weisbar ist. Eine graphische Darstellung des Ergebnisses eines der- 
artigen Versuchs wird in der Abb. 1 gezeigt, wo die Geschwindigkeit 
(1000 durch die Koagulationszeit 


a 


dividiert) als Ordinate und py als 
Abszisse aufgetragen sind. Uber den 
KinfluB der Reaktion auf den Vor- 
gang im ganzen liegen mehrfache 
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“ 
S 
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Michaelis?, Mundinger® u.a.); nie- 


Le 


mand hat aber bis heute untersucht, Abb. 1. 
bei welcher Reaktion die enzymatische 

Phase an sich am schnellsten ablauft. Dab die Gesamtkoagulations 
geschwindigkeit eine SchluBfolgerung beziiglich der Reaktionsge- 
schwindigkeit der enzymatischen Umwandlung nicht immer gestattet, 
geht aus nachstehendem Versuch hervor: 

Nach Zusatz einer gewissen Labmenge zu einem aus 5cem Voll- 
milch und 5 cem eines kraftigen Acetatpuffers von py — 4,95 bestehenden 
Gemisch tritt z. B. Koagulation nach » Sekunden ein. Nach Zusatz 
der gleichen Labmenge zu 5cem Milch und erst nach Verlauf von 
n Sekunden folgendem Zusatz von 5 ccm des gleichen Puffers tritt die 
Koagulation bereits wenige Sekunden hiernach ein. Dies besagt also, 
daB die Geschwindigkeit der enzymatischen Phase bei der natiirlichen 
Reaktion der Milch (px 6.8) und bei pu 4.95 jedenfalls beinahe 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 316, 1910. 2 Diese Zeitschr. 58, 
315. 1913. — 3 Milch. Forsch. 4, 368, 1927. 
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die gleiche ist, wahrend aber der Vorgang im ganzen von der sauren 
teaktion stark beschleunigt wird. 

Hier sei nun nachgewiesen, wie sich die Abhangigkeit der eigent 
lichen Labphase von der Reaktion der Lésung durch einen ,,Kunst 
griff*’ untersuchen 1aBt. 

Durch Vermischen von Milch mit variierenden Essigsiuremengen werden 
eine Reihe Milechmischungen mit verschiedenem px hergestellt. Ferner wird 
eine Reihe von Acetatpuffern hergestellt, von welchen jeder derart abgepabt 
ist, daB durch Zusatz von 3cem desselben zu 7 cem der entsprechenden 
Milehmischung in samtlichen Versuchen das gleiche pu (= 4,9) entsteht. 
Das Gesamtvolumen jedes Versuchs betragt 10 cem, hiervon 5 c¢em Milch 
Die Zusammensetzungen der Versuchsgemische sind in der Tabelle I ver- 
zeichnet. 

Tabelle I. 


a) Die Milehmischungen. 





Versuch 


+ pu der Mischung ecm Milch eem n,5 Essigsiure ecm Wasser 
Nr. 

1 5,92 50 4 16 

2 5,68 50 6 14 

3 5,48 50 8 12 

4 5,37 50 10 10 

5 5,21 50 2 8 


b) Entsprechende Puffer. 
Jeder der im nachstehenden angefiihrten Mischungen (30eem) werden 
15 cem des folgenden Essigséure-Acetatpuffers beigemischt: 118 eem 80 °, ige 





Essigsaure 42 9 NaOH — Wasser bis im ganzen LOOO cem. 
Versuct vo 5 Kssig- 5 Versue vo 5 KFssig- . 
ersucn eem nb Es 1g ecm Wasser rsuch cem n/5 Essig eem Wasser 
Nr. siure Nr. siure 
1 15 15 4 6 24 
2 12 18 5 3 27 
} +] 21 


7eem Milchmischung werden nunmehr mit 0,04 cem Lab (Chr. 
Hansens Priparat 100mal verdiinnt) versetzt, und nach z. B. 2 Minuten 
werden 3 ccm des entsprechenden Puffers zugesetzt. Falls dann sofort 
Koagulation eintritt, wird der Versuch wiederholt unter Zusatz der 
Acetatmischung nach 1 Minute. Falls sich nun kein sofortiges Aus- 
flocken zeigt, wird der Puffer nach 1' , Minuten einer neuen Probe 
zugesetzt usw. In dieser Weise ]aBt sich die kiirzeste Zeit ermitteln, 
welche fiir eine sofort nach der Reaktionsverschiebung herbeizufiihrende 
Koagulation beansprucht wird. Durch dieses Verfahren gewinnt man in 
den sich als die kiirzesten herausstellenden Koagulationszeiten den 
Ausdruck der Dauer der enzymatischen Phase bei den verschiedenen 
Reaktionen. Die Niederfallungsphase unterliegt namlich in samt- 
lichen Versuchen den gleichen Bedingungen. 
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Der Verlauf der Versuche mit einer bestimmten Milchmischung 
Pu 6,08) geht ferner aus der in der Abb. 2 verzeichneten Kurve 
hervor, welche die Relation zwischen der vom Labzusatz bis zur Re- 
aktionsverschiebung und der bis zum Eintritt der Koagulation ver- 
laufenen Gesamtzeit darstellt. Die Kurve besteht aus zwei Abschnitten, 
von welchen der rechte sich auf Zeitpunkte bezieht, wo der Labvorgang 
so weit fortgeschritten ist, daB im AnschluB an die Reaktionsverschiebung 
Niederfallung entsteht. Die Niederfillung erfolgt jedoch nicht sofort, 
sondern meistens 7 Sekunden, haufig bis 15 Sekunden spater. Es 
scheint also, daB die Ausfallung 








des umgebildeten Caseins eine tt ge ear rd ie wares: Sires 
P a S EA. 
gewisse Zeit beansprucht, und & 
; > : . 5 
darin hat man vielleicht die Ur- 3 500; { 
sache der kiirzlich von Holter! : 
‘ ~ 
und B. Andersen? hervorge- %$,,) . 
‘ & $00! 
a 5 
hobenen Abweichung von der 38 
b~ 3 j 
Storch- und Segelcke schen Regel, § 
r & 300) ‘ 1 
wonach das Produkt Koagula- € | %, 
tionszeit mal Labmenge gleich- = | 
bleibend ist. 200; 00030000: Sek. 500 


; Lee Zeit bis zur Reaktionsverschiebung 

Diese Verfasser haben zwar Poe, 
in den meisten Fallen eine 
ziemlich grobe Abweichung gefunden. Nach den Untersuchungen von 
B. Andersen soll diese Abweichung bei saurer Reaktion kleiner werden. 
In Versuchen mit px in der Nahe von 5 kann man somit eine verhaltnis- 
maBig geringe Abweichung erwarten, was mit den in der vorliegenden 
Arbeit direkt gefundenen Werten (7 bis 15 Sekunden) fiir die Dauer 
der Ausfallung iibereinstimmt. 

Der linke Zweig der Kurve miiBte wie der rechte, theoretisch 
gesehen, eine gerade Linie darstellen. Bezeichnen wir namlich die 
Koagulationszeit einer Lésung, die schon vom Labzusatz an das 
Ausfallungs-py (4,9) hatte als a, die kiirzeste Zeit, welche aus- 
reichend ist um unmittelbar nach der Reaktionsverschiebung Aus- 
fillung hervorzurufen als 6, die Zeit bis zur Reaktionsverschiebung 
als t, und die gesamte Koagulationszeit als T, so muB die Gleichung 
der Kurve die folgende sein: 

T—a-+t(b —a)/b?3. 


Bei der Aufstellung dieser Gleichung wird vorausgesetzt, dab 
die Umwandlung des Caseinogens mit der Zeit proportional verlauft. 
Diese Zeitschr. 255, 160, 1932. — ?C. r. Lab. Carlsberg 19, Nr. 19, 1933. 


- § Da der nach ¢ Sekunden in ausfallungsfahige Form umgewandelte 
Caseinogenanteil = ¢/b, der nicht umgewandelte Rest ] —#/d. 
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sowie ferner, daB die Dauer der Niederfallungsphase unbericksichtig: 
bleiben darf. Bei genauer Giltigkeit der obigen Gleichung ware di 
Bestimmung zweier Punkte zur Festlegung des linken Kurvenaste 
ausreichend; in der Praxis sind gerade Linien indessen schwer e1 
reichbar was spaterhin Besprechung finden wird — und die experi 
mentelle Festlegung des ganzen Kurvenastes war daher notwendig 
Bei diesen Versuchen kommt es nur darauf an, den Schnittpunkt de: 
beiden Linien zu finden. Die Ergebnisse gehen aus der Tabelle I] hervo1 
Die Koagulationszeiten sind in Sekunden angegeben, die beiden Buch 
staben a und 6 haben die gleiche Bedeutung wie oben, ¢ stellt die ohn 
Pufferzusatz verlaufene Zeit dar. 


Tabelle Lf. 





Versucl Ohne Pufferzusatz Nach Pufferzusatz Reaktions- 

rere geschwindigkeit 
Nr. PH ( PH l b (a:b) 

1 5,92 — 4.91 820 265 3,16 

2 5,68 2220 4,90 S10 29) 3.70 

3 5,48 1940 4.88 825 195 4.34 

4 5,37 LOSO 4.91 820 296 2,51 

5 5,21 S85 4.88 780 380 207 


In der letzten Kolonne ist die Geschwindigkeit der enzymatischen 
Phase gegeniiber der Geschwindigkeit bei px — 4,90 verzeichnet 
(unter der Voraussetzung, daB die Niederfillung 7 Sekunden_ be- 
ansprucht). In der 
Abb. 3 ist dies gra- 


Diet e phisch dargestellt, und, 
3} 12 wie ersichtlich, besteht 
ra 8 bei etwa o.4 
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Die Abb. 4 ist eine 
Darstellung der glei- 


Abb. 3. Abb. 4 


chen Erscheinung aus einer anderen Versuchsreihe (mit anderer Milch 
Die Niederfaillung erfolgte hier bei saurerer Reaktion (py = 4,80), und 
die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit (6) erwies sich hier als 18 mal 
gréBer bei py 5,4 als bei pu 4.8 (a). 

In diesem Umstand besteht eine Ursache der erwahnten Schwierigke't 
fiir die Erreichung regelmaBiger Kurven. Falls némlich die Geschwindigkeit 
bei Pu = 5,4 18 mal gréBer ist als die bei pH = 4,8 (a 186), wird ein Fehle: 
um | Sekunde im Moment der Reaktionsverschiebung einen Fehler um 17 Se- 
kunden wahrend der Koagulationszeit herbeifiihren. Da bei der Reaktions 
verschiebung mit einem Fehler von mehreren Sekunden gerechnet werden 
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iuZ, ist leicht verstandlich. daB der linke Zweig der Kurve ungenau wird. 
Auf dem ansteigenden Zweig der Kurve verursacht ein Fehler um | Sekunde 

1 Moment der Mischung dagegen nur einen Fehler um 1 Sekunde wahrend 

r Koagulationszeit, weshalb genauere Ergebnisse erreichbar sind, wenn 
man sich durch Versuche bemiiht, den niedrigsten Punkt des rechten 
Kurvenzweiges zu finden. Durchgangig lassen sich immerhin ganz gute 
Kurven aufstellen, solange mit einem px gréBer als 6 gearbeitet wird (vgl. 
die Kurve der Abb. 2). 

Eine weitere Fehlerquelle bildet der Umstand, daB die Koagulabilitat 
der Milch immer gr68er wird, falls man dieselbe bei Reaktionen um das 
Laboptimum stehen laBt. Dies scheint bei verschiedener Milch in ver- 
schiedenem Grade der Fall zu sein und mag ganz geringfiigigen Mengen im 
yvoraus vorhandener milchkoagulierender Enzyme zu verdanken sein, die 
sich nur in der Nahe dieser Reaktion geltend zu machen vermégen. 
[Die groBe Geschwindigkeitszunahme gegen das Optimum beim Versuch 
der Abb. 4 mag vielleicht u. a. diesem Umstand zu verdanken sein.}| Um 
diesen Fehler zu beseitigen, diirfen also die Milehmischungen nicht alle 
vleichzeitig hergestellt werden, sondern jede erst unmittelbar bevor der 
einzelne Versuch in Angriff genommen wird. 

SehlieBlich ist die Voraussetzung, daB die Umwandlung des Caseinogens 
in Casein mit der Zeit proportional verlauft, ohne Zweitel nicht zutreffend. 
So zeigt uns z. B. die Tabelle Il, daB die Koagulationszeit bei pu 5.48 
bei rechtzeitiger Reaktionsverschiebung 195 Sekunden betragt, ohne die- 
selbe aber 1940 Sekunden, d. h. da8B der Vorgang dann die zehnfache 
Zeit beansprucht. Im Falle des Bestehens von Proportionalitét miiBten 
also bel px 4,9 héchstens 10 des Caseinogens im Koagulationsmoment 
umgewandelt worden sein. Laut Angabe von Rona und Gabbe! sollen 
aber bei dieser Reaktion ungefaihr 50 umgewandelt worden sein. 


Das diesen Versuchen zugrunde liegende Prinzip ist allgemein 
verwendbar, falls man die enzymatische Phase des Labvorgangs an 
sich zu untersuchen wiinscht; so ist u.a. eine Untersuchung dariiber 
beabsichtigt, ob Calcium fiir dieselbe eine Rolle spielt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur isolierten Untersuchung der enzymati- 
schen Phase des Labvorgangs angegeben; mit ihr wird festgestellt, 
daB das Reaktionsoptimum bei etwa pu = 5,4 liegt. 


1 Diese Zeitschr. 1384, 39, 1922. 











Uber die enzymatische Aufspaltung der Kreatinphosphorsiure: 
zugleich ein Beitrag zum Chemismus der Muskelkontraktion. 


Von 
K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung Heidelberg.) 


(Eingegangen am 18, April 1934.) 


Die enzymatische Aufspaltung der Kreatinphosphorsiure (Kreatin- 
Phs.) in Kreatin und Phosphorsaure erfolgt bei der Reizung oder bein 
Zerschneiden eines Muskels mit groBer Geschwindigkeit, wahrend si: 
in einem wasserigen Muskelextrakt langsamer verlauft und nach meh: 
stiindigem Stehen des Extraktes bei Zimmertemperatur sog 
aufhért!. Bisher wurde dieses Verhalten des Extraktes auf eine Zet 
stérung des Ferments in der Extraktlésung zuriickgefiihrt. Jetzt 
wurde gefunden, daB ein solcher inaktiver Extrakt durch Zusatz von 
Kochsaft aus frischer Muskulatur reaktiviert werden kann. Als wirk 


ar vollstandig 


samer Bestandteil erwies sich die Adenylpyrophosphorsaure, durch dic 
in Gegenwart des Ferments etwa die l000fache molare Menge Kreatin- 
Phs. aufgespalten werden kann. Magnesium ist fiir die Kreatin-Phs.- 
Spaltung nicht erforderlich. 

Das Kreatin-Phs. spaltende Ferment bedarf also fiir seine Wirk- 
samkeit eines ,,Co-Ferments**. Ebenso verhalten sich das milchsaure- 
bildende Ferment und das Ferment der alkoholischen Garung, dic 
ebenfalls durch Stehenlassen oder Dialysieren der Fermentlésung bzw 
Auswaschen unwirksam werden, durch Zusatz von Kochsaft aus frischen 
Zellen aber reaktiviert werden kénnen. Bei der Milchsaéurebildung ist 
dies Co-Ferment (neben Magnesium und anorganischem Phosphat) 
ebenfalls die Adenylpyro-Phs. ?. 

Die Untersuchung der Kinetik der enzymatischen Aufspaltung 
der Kreatin-Phs. im Muskelextrakt ergab nun, da diese nicht nach det 


Formel verlauft: Kreatin-Phs. = Kreatin + Phosphorséure, sondern 
nach: 
Adenylpyro-Phs. = Adenylsiure -+- 2 Phosphorsaure (1) 


Adenylsaure +- 2 Kreatin-Phs. = Adenylpyro-Phs. + 2 Kreatin (2) 
Erst die Summierung der beiden Gleichungen (1) und (2) ergibt 
dann den Zerfall der Kreatin-Phs. in Kreatin und Phs. Die Aufspaltung 


1 Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 29, 1928. — * Lohmann, 
diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
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der Kreatin-Phs. in Kreatin und Phs. ist also keine direkte, sondern 
cine indirekte nach Umesterung mit Adenylsdure zu Adenylpyro-Phs. 

Die angegebene Reaktionsfolge ergibt sich aus folgenden Befunden: 
|. Die Aufspaltung der Kreatin-Phs. verlauft nach einer Reaktion 
nullter Ordnung. 2. Wie Adenylpyro-Phs. wirkt auch Muskeladenyl- 
siure, die dabei zu Adenylpyro-Phs. verestert wird. 3. Kreatin-Phs. 
nach Aktivierung) und Adenylpyro-Phs. werden in demselben Extrakt 
mit gleicher Geschwindigkeit aufgespalten. Die Reaktion (1) ist immer 
die langsamere, also die geschwindigkeitsbestimmende ; die Reaktion (2) 
verlauft etwa 100mal schneller. 4. In einem Froschmuskelextrakt, 
der 12 bis 16 Stunden gegen eine 0,5°,ige KCl-Lésung dialysiert ist, 
findet nur noch die Reaktion (2) statt, nicht mehr die Reaktion (1). 
In einem solchen Extrakt wird mit Adenylpyro-Phs. keine Kreatin-Phs. 
aufgespalten; mit Adenylsiure zerfallt dagegen soviel, wie Adenylpyro- 
Phs. gebildet wird, dann bleibt die Reaktion stehen. 5. Bei pu — etwa 9 
verlauft nur noch die Reaktion (1), nicht mehr die Reaktion (2). In 
einem solchen schwach alkalischen Extrakt wird zwar Adenylpyro-Phs. 
aufgespalten, dagegen nicht die gleichzeitig zugesetzte Kreatin-Phs. ; 
auch mit Adenylsdure findet dann keine Spaltung der Kreatin-Phs. statt. 


Ubertrigt man diese Reaktionsfolge auf den normalen Muskel, so 
ergibt sich, dap bei der Muskelkontraktion vor der Spaltung der Kreatin- Phs. 
die Aufspaltung der Adenylpyro-Phs. erfolgen mu, da der Froschmuskel 


keine nachweisbaren Mengen Adenylsdure enthalt} 


Methodik. 


Fermentlésungen. Die Muskelextrakte wurden nach der Vorschrift 
von Meyerhof*? durch Zerdriicken der Muskulatur bei guter Kiihlung mit 
destilliertem Wasser (2 Teile Frosch- oder Kaninchenmuskulatur mit 3 Teilen 
Wasser) und Abzentrifugieren hergestellt. Der so erhaltene ,,Extrakt 
1. Extraktion* ist im allgemeinen auch nach Aktivierung weniger wirksam 
als die folgenden Extraktionen, die durch wiederholtes Extrahieren des 
Muskelriickstandes mit der dem vorher abzentrifugierten Extrakt ent- 
sprechenden Menge destillierten Wassers (jJedesmal unter leichtem Gefrieren- 
lassen) hergestellt werden. Diese Extrakte kénnen entweder durch etwa 
dreistiindiges Stehen bei Zimmertemperatur oder eintagiges Stehen bei 
0° inaktiviert oder durch Dialyse in leicht durchlassigen Kollodiummem- 
branen® gereinigt werden (,,inaktivierte’* bzw. .,dialysierte’’ Extrakte). 
Die Ferment!ésungen bleiben, in Eis eingestellt, fiir 1 bis 2 Tage gut wirksam. 
Die eiweiBarmeren Extrakte nach vier- oder fiinfmaliger Extraktion der 
Muskulatur sind im allgemeinen weniger bestindig als die eiweiBreicheren 
Extrakte nach ein- oder zweimaliger Extraktion. 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 233, 462, 1931; Lohmann u. Schuster, 
ebenda im Druck. 2 Meyerhof, ebenda 178, 395, 1926. 3 Lohmann, 
ebenda 237, 459, 1931. 
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Versuchsansatze. Fir die Versuchsansatze wird je 1,0 cem .,Extral 
gemisch** mit 1,0 cem Zusatzen bzw. destillierten Wassers verdiinnt. -) 
eiweiBen mit 5,0 ccm eiskalter 4°iger Trichloressigsaiure und sofort filtrier: 
Fiir das ,,Extraktgemisch* wird inaktivierter oder dialysierter Extra 
mit '/y des Volumens an 2,6°,igem Bicarbonat und soviel m/10 Phospha 

ldsung vom py 7,4 versetzt, daBb der P,O;-Gehalt pro cem Extraktgemis: 
etwa l mg P,O; betragt: bei dialysierten Extrakten also mit '/, des Extrakt 
volumens. Dann Durchleiten mit 5°, CO, in N,: die Reaktion entspric} 
einem pH von 7,2 bis 7,3. Bei den Extrakten 2. Extraktion geniigt im al 
gemeinen die halbe Menge Bicarbonat; bei den Extrakten 3. usw. Extrakti: 
ist nur mit Phosphat zu puffern. 

P-Analyse. Je 1,0 cem des eiweibfreien Filtrats verwenden. 
Die Summe von anorganischem Phosphat und Kreatin-Phs. (= ..direkt 
bestimmbares** Phosphat) wurde nach der iiblichen Methode bestimmt ! 
das leicht hydrolysierbare P,O,; der Adenylpyro-Phs. (als ,.Ap.** bezeichnet 
durch 7 Minuten lange Hydrolyse in n HCI im siedenden Wasserbad ?, da 
wahre anorganische Phosphat nach Ausfallen in 5 cem ammoniakalische: 
Mg-Citratlésung (2,0 cem Mathison-Reagens? + 3,0 cem Wasser). Weiteres 
Verfahren wie friiher beschrieben #. 


Gegeniiber der Kritik von Needham und Mitarbeitern® an dieser Method: 
sei hervorgehoben, daB die Fehlergrenzen bei richtiger Handhabung 2 bis 3 
nicht iiberschreiten. Als Beleg seien folgende Analysen angefiihrt: 1. Rein: 
Phosphatlésung: vorgelegt 0,200 bzw. 0.300 mg P,O;; Kolorimetrisch nach 
Ausfaillung als MgNH,PO, wiedergefunden: 0.201 bzw. 0,297 mg P,O 
2. Trichloressigsdiurefiltrat eines dialysierten Froschmuskelextrakts mit 
und ohne Zusatz von Kreatin-Phs. : 

a) ohne Zusatz von Kreatin-Phs.: anorganisches Phosphat (gefillt als 
MgNH,PO,) gefunden 0,100 mg P,O;, .,direkt bestimmbares** Phosphat 
gefunden 0,100 mg P,O;. 

b) mit Zusatz von 0,86 mg Kreatin-Phs.-P,O,;: anorganisches Phosphat 
(gefallt als Mg NH,PO,): 0,101 mg P,O;; ,,direkt bestimmbares** Phosphat : 
0,186 mg P,O;. 

Kreatin-Phs. Darstellung vgl. ®& Durch schnelleres Arbeiten und 
intensivere Kiihlung beim Zerkleinern der Muskulatur gelang es, die friihe: 
angegebene Ausbeute von etwa 0,8 g¢ Ba-Salz eines 90- bis 95°. igen Pri 
parats pro kg Kaninchenmuskulatur auf etwa 1.5 g zu erhéhen. Fiir die 
Versuche wurden Praparate verwendet, die zu 97 bis 99°, aus Kreatin-Phs. 
bestanden. 


Adenylpyro-Phs. und Adenylsdure: Darstellung vgl. ’. 


Experimenteller Teil. 
1. Adenylpyro-Phosphorsdure als Co-Ferment. 
1. Die Konzentration der Kreatin-Phs.® ist im frischen Muske!l. 
homogen verteilt gedacht, etwa m50, die der Adenylpyro-Phs.® etwa 


1 Lohmann u. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. — 2 Lohmann, 
ebenda 202, 466, 1928. 3 Mathison, Biochem. J. 4, 233, 1909. 
' Lohmann, diese Zeitschr. 194, 308, 1928. 5 Needham, Zeitschr. t 
physiol. Chem. 222, 63, 1933. 6 Lohmann, diese Zeitschr. 194, 310. 
1928. 7 Derselbe, ebenda 254, 395, 1932. 8 Eggleton, Biochem. J 
21, 190, 1927; Fiske und Subbarow, Science 65, 403, 1927. ® Lohmann, 


diese Zeitsehr. 237, 453, 1931. 
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m 300. In den folgenden Versuchsansatzen, wo zumeist auf 1,0 cem 
Extraktgemisch 1,0 cem Zusatze mit etwa Il mg Kreatin-Phs.-P,O; 
ind 0,1 mg leicht hydrolysierbarem Adenylpyro-Phs.-P, O; (= 0,1 mg Ap.) 
kamen, betragt die Konzentration der zugesetzten Kreatin-Phs. etwa !)., 
der Adenylpyro-Phs. etwa '/,, der im Muskel vorhandenen. Die Kon- 
zentration der in Lésung gegangenen Fermentmenge ist nicht zu be- 
stimmen; sie betrigt jedenfalls nur einen geringen Bruchteil der 
tatsichlich im Muskel vorhandenen. 


Versuch I. 


Froschmuskelextrakt 2. Extraktion; 3 Stunden bei 20° inaktiviert. Inku- 
bationstemperatur 20°, Inkubationszeit 15 und 45 Minuten. Zugesetzt 
0.96 mg Kreatin-Phs.-P,O3. 





mg Ap. zugesetzt: 0 0,005 0.02 0.08 
®) Kreatin-Phs. aufgespalten nach 15 Min... . . 0 22 29 3s 
- se eee . 3 68 78 88 


Aus Versuch 1 ergibt sich: In dem durch dreistiindiges Stehen 
inaktivierten Extrakt wird ohne Adenylpyro-Phs. praktisch keine 
Kreatin-Phs. aufgespalten, mit 0,005 mg Ap. (== '/g99 der molaren 
Menge Kreatin-Phs.) nach 45 Minuten dagegen schon *,. Auf diesem 
biologischem Wege lassen sich noch 0,1 y Ap. bzw. Muskeladenyl- 
siure-P,O; nachweisen. 

Bemerkenswert ist, daB mit steigender Adenylpyrophosphatkonzentra- 
tion der Umsatz nur langsam ansteigt. Auch die Geschwindigkeit der 
enzymatischen Aufspaltung von Adenylpyro-Phs. ist weitgehend unab- 
hangig von der Substratkonzentration. 

2. In Gegenwart. von Kreatin-Phs. wird die Adenylpyro-Phs. 
wesentlich langsamer aufgespalten als ohne Kreatin-Phs. Dabei wird 
ohne Kreatin-Phs. etwa ebensoviel Adenylpyro-Phs. gespalten (Versuch 2, 
Versuchsansatz a) wie Kreatin-Phs. im entsprechenden Versuchs- 
ansatz b. Die Geschwindigkeiten der Aufspaltung von Adenylpyro-Phs. 
und Kreatin-Phs. sind also gleich. 


Versuch 2. 


Froschmuskelextrakt 2. Extraktion.  3'/, Stunden bei 20° inaktiviert. 
Versuchsansatz a: Aufspaltung von 0.48 mg Ap. (ohne Kreatin-Phs.); 
Versuchsansatz b: Aufspaltung von 0,48 mg Ap. in Gegenwart von 1,08 mg 


Kreatin-Phs.-P, O;. 








Versuchs- Versuchsansatz b Versuchs Versuchsansatz b 
In- ansatz a In- ansatz a 
kubations- mg kubations- mg 
zeit my Ap mg Ap. Kreatin zeit mg Ap mg Ap Kreatin 
gespalten gespalten Phs.-P20; gespalten gespalten Phs.-P)0; 
Min. gespalten Min. gespalten 
0 0 0 0 10 0.30 0.02 028 
5 0,20 0 0.18 15 0.45 0.06 0,43 





18* 
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3. Die enzymatische Aufspaltung der Kreatin-Phs. wird im Musk 
extrakt durch Mg-Salze nicht wesentlich beeinfluBt (ebenso nicht die Ai 
spaltung der Adenylpyro-Phs.'). In dem wiedergegebenen Versuch 
wurde ein Kaninchenmuskelextrakt nach I8stiindiger Dialyse verwendet 
der Mg nur noch in kaum nachweisbaren Spuren enthielt. Zusatz vo 
0,1 mg Mg als MgCl, zu 2,0 cem Enzymlésung blieb ohne EinfluB. 


Versuch 3. 
Kaninchenmuskelextrakt 1. Extraktion. 18 Stunden dialysiert. Zugeset 
0.86 mg Kreatin-Phs.-P,O,;; Aktivierung mit 0,1 mg Ap. 





Inkubationszeit (Min.): 10 20 
% Kreatin-Phs. gespalten ohne Mg-Zusatz . . . . . . 16,3 33,7 
oO, . - aL) oa 15,1 31,3 
Il. Einflup der Kreatinphosphorsdurekonzentration. 
Verschiedene Konzentrationen Kreatin-Phs. werden mit nahezu 
derselben Geschwindigkeit aufgespalten. Die Geschwindigkeit de: 


Kreatin-Phs.-Spaltung ist also von der Substratkonzentration weit 
gehend unabhangig (Versuch 4). 


Versuch 4. 


Kaninchenmuskelextrakt 1. Extraktion. Extrakt fiir Versuchsansatz a 
2 Stunden dialysiert, fir b 6 Stunden dialysiert (Extrakte verschiedene: 
Herstellung). Aktivierung mit 0,l mg Ap. Inkubationszeit 20 Minuten, 


Temperatur 20°. 





Versuchsansatz a Versuchsansatz b 

mg Kreatin-Phs.-P,0,; zugesetzt: 0,47 1,61 0,95 1,90 

mg Kreatin-Vhs.-P,0,; gespalten . . . 0,42 047 0.58 0.60 
% Kreatin-Phs. gespalten . ae 89 29 61 31 


III. Zeitverlauy. 

In geeigneten Extrakten werden in gleichen Zeiten gleiche Mengen 
Kreatin-Phs. aufgespalten; die Aufspaltung der Kreatin-Phs. erscheint 
also als eine Reaktion nullter Ordnung (Versuche 5 und 6: s. auch 
Versuch 3). 

Ein soleher geradliniger Zeit—Umsatzverlauf wird jedoch nicht immer 
gefunden, da durch die Adenylsiéuredesaminase* die Adenylsaéure zu de1 
biologisch unwirksamen Inosinséiure desaminiert wird. Die Desaminas 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 262, 138, 1933. Der Mechanismus de 
Adenylpyrophosphat-Dephosphorylierung scheint Besonderheiten zu be 
sitzen, die aber noch nicht deutbar sind. 2 Schmidt, Zeitschr. f. physiol 
Chem. 179, 259, 1928. 
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nd das umesternde Ferment konkurrieren um die Adenylsaure. Da nun, 

wie friiher beschrieben', die Geschwindigkeit der Desaminierung in Frosch- 
iuskelextrakten g1r6Ber ist als in Kaninchenmuskelextrakten, wird man den 
veradlinigen Reaktionsverlauf am besten in’ Kaninchenmuskelextrakten 
intersuchen kénnen, weniger gut in Froschmuskelextrakten, wo die Ge- 
schwindigkeit der Desaminierung gegeniiber der Gesehwindigkeit der 
Umesterung schon merklich wird. Dies Verhalten erklart, daB in inakti- 
vierten Froschmuskelextrakten gelegentlich noch eine geringe Menge 
Kreatin-Phs. gefunden werden kann. Auch in den Zusatzversuchen kommt 
die Kreatin-Phs.-Spaltung oft schon nach etwa 90 bis 95°,igem Umsatz 
zum Stillstand. Die zugesetzte Adenylpyro-Phs. ist dann vollstandig zu 
Inosinséiure dephosphoryliert und desaminiert. 


Versuch 5. 
Kaninchenmuskelextrakt 1. Extraktion. 6 Stunden dialvsiert. Aktivierung 
mit 0,l mg Ap., Temperatur 20°. Zugesetzt 1,04 mg Kreatin-Phs.-P,O,. 





Inkubationszeit (Min.): 20 40 
mg Kreatin-Phs.-P,0,; gespalten . . . 0,27 0.57 
’, Kreatin-Phs. gespalten . . 26 5D 


Versuch 6. 
Kaninchenmuskelextrakt 1. Extraktion. 2 Stunden dialysiert. Zugesetzt 
0,1 mg Ap. und 0.90 mg Kreatin-Phs.-P, O,. 





Inkubationszeit (Min.): 10 20 30 40 
mg Kreatin-Phs.-P,0, gespalten . . . 0,28 0.54 0.77 0.90 
’, Kreatin-Phs. gespalten . . . . 31 60 86 100 


IV. Adenylsdure als Co-Ferment. 


1. Die Adenylsiure ist etwa ebenso wirksam wie die Adenylpyro- 
Phs., aus der sie hergestellt wird (Versuch 7). 


Versuch 7. 
Froschmuskelextrakt 2. Extraktion. 3 Stunden inaktiviert. Inkubations- 


zeit 45 Minuten, Temperatur 20°. Zugesetzt 1,04 mg Kreatin-Phs.-P,0,. 





mg Adenylsiure-P. 0; zugesetzt: 0 0.0003 0,003 0.03 01 
mg Kreatin-Phs.-P,0,; gespalten . . 0,07 0,18 0.32 0,79 0.98 
°% Kreatin-Phs. gespalten. . . : 7 17 31 76 94 


In demselben Versuch spalteten 0,0003 mg Ap. (die halbe molare 
Konzentration wie 0,0003 mg Adenylsiure-P,O;) 16°, der Kreatin- 
Phs. auf. 


1 Lohmann, diese Zeitschr. 241, 81, 1931. 
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2. Die Adenylsaiure wird im Muskelextrakt in Gegenwart vy 
Kreatin-Phs. zu Adenylpyro-Phs. verestert [vgl. Reaktion (2), S. 264 
Die Synthese verléuft mit groBer Geschwindigkeit : sie ist jedoch niema 
vollstandig, da ein Teil der Adenylsiure zu Inosinsaéiure desaminier' 
wird, die offenbar unter den Versuchsbedingungen nicht reaminiert 
werden kann. In dem wiedergegebenen Versuch 8 ist die zugesetzt: 


( 


Adenylsiure nach 30 Sekunden zu 75°, verestert. 


Versuch 8. 


Froschmuskelextrakt 2. Extraktion. 2 Stunden inaktiviert. Temperatur 20 
Zugesetzt 1,22 mg Kreatin-Phs.-P,O; und 0,33 mg Adenylsiure-P, O,. 





Inkubationszeit (Sek.): 0 etwa 2 10 30 60 


mo Ap. gotunden. ... ...-i-<«.< 0 0,10 0,35 0,49 0.49 


3. Durch langere Dialyse wird in Froschmuskelextrakten das 
adenylpyrophosphatspaltende Ferment als das empfindlichere zerstért 
(Zusatz von Kochsaft bleibt ohne EinfluB!), wahrend das umesternd: 
Ferment noch wirksam ist, wenn auch in schwaicherem Mabe. Ein 
ihnlicher Effekt wird erreicht (eine immer giiltige Vorschrift kann 
wegen der Verschiedenheit der Extrakte nicht gegeben werden), indem 
man einen einige Stunden lang dialysierten Extrakt noch mehrere 
Tage in Eis stehen liBt, insbesondere bei einer Inkubationstemperatur 
von 0°. Der Versuch 9 ist maBgeblich fiir das auf S. 264 gegebem 
Schema der Kreatin-Phs.-Spaltung. 


Versuch 9. 


Froschmuskelextrakt 1. Extraktion. 2'/, Stunden bei 20° inaktiviert und 
L6 Stunden gegen eine 0,5 °,ige KCl-Lésung bei + 1° dialysiert. Je 1,0 cem 
Extraktgemisch auf 3,0cem aufgefiillt. Zugesetzt 0,93 mg Kreatin-Phs. 


P,O;. 0.30 mg Ap. bzw. 0.30 mg Adenylsiure-P,O;. 





mg P20; pro Versuchs- mg Kreatin- 
ansatz gefunden Phs.-P» O;5 
nas eee —— — Sj nnn} mm Ap 
Versuchsansatze pe 
“4 = : > direkt | 7 Min.- gefunder 
anor- be- Hydro- ge- ge- 


ganisch funden spalten 


stimmt' lyse 


Extraktgemisch 





Re ea A'S 1,00 1,93 1,94 0,93 — 0 
sae ei 1,00 1,93 | 2,21 0.93 0 0,28 
Wee a 1,01 1,93 | 2,24 0.92 0 0.31 
Sint hinn: + Adenylsiure sofort. 1,09 1,93 1,93 0,93 — O 
Phs + RR 1 Min. . 0.99 1,87 | 1,98 O88 0.05 0,05 
2) as ‘ ae 0.99 1,78 1,94 0.79 014 0.16 
oe e 10 100 | 1,64; 1,98 0,64 O29 029 
fe kk 0,98 1,60 1,91 0,62 ; 031 031 
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Kreatin-Phs. wird also in Gegenwart von Adenylpyro-Phs. nicht 
vespalten, wenn diese selbst nicht gespalten werden kann. Mit Adenyl- 
siure bleibt der Gehalt an wahrem anorganischem Phosphat konstant, 
die Kreatin-Phs. schwindet aber in demselben Mabe, wie leicht hydro- 
lysierbares Phosphat gebildet wird. Kreatin-Phs. wird also durch 
Umesterung mit Adenylsaiure gespalten. 

4. Andererseits gelingt es durch Alkalisierung des Extraktes, die 
Reaktion (1) des Schemas bestehen zu lassen und die Reaktion (2) zu 
hemmen. In diesem Falle wird Kreatin-Phs. weder in Gegenwart von 
Adenylpyro-Phs. (die selbst dephosphoryliert wird), noch von Adeny!- 
siure gespalten (Versuch 10). 


Versuch Lo. 
Fros¢chmuskelextrakt 1. Extraktion. lL Stunde bei 20° inaktiviert und 
3 Stunden dialysiert. Extrakt nach Zusatz von anorganischem Phosphat 
mit Na,CQO, auf pr 9 gebracht. 





Adenylpyro-Phs Kreatin-Phs. 
Versuchsansitze mg Ap 0/0 mg P, 0; . 
gefunden gespalten gefunden gespalten 


Extraktgemisch 


+ 0,64 mg Ap. sofort... : 0,64 — - 
0,64 , #, 60Min. . Series eens 0,11 83 —_ 
0,68 . Kreatin-Vhs.-P?, 0, sofort : 0.67 
+ 0,68 , . ~  60Min. . — ; 0,68 9 
+ 0,68 , = + 0.2 mg 
A A: oes ek ks 0,03 85 0,67 0 
+ 0,68 mg Kreatin-Phs.-?,0, + 0,3 mg 
Adenylsaure-P,0; 60 Min. . . . — - 0,70 0 


5. Kreatin-Phs. wird auch in Gegenwart von Co-Zymase gespalten, 
die nach v. Euler eine ,,Adenylsiure besonderer Art‘ ist. Die Versuche 
wurden mit einer Co-Zymaselésung ausgefiihrt, die ich der groBen Liebens- 
wiirdigkeit von Herrn Dr. Myrbdck, Stockholm, verdanke. Das Praparat 
enthielt pro cem 3 mg Trockensubstanz und entsprach einem ACo-Wert 
von 42500. 

Versuch 11. 


Derselbe Extrakt und Versuchsansatz wie Versuch 7. 





cem Co-Zymase (neutralisiert) zugesetzt : 0 0,01 0,1 0,3 
% Kreatin-Phs. gespalten. . . .... . 7 12 49 68 


Aut Trockensubstanz bezogen entspricht die Wirkung dieses Co-Zymase- 
praparats etwa '/, der von kristallisierter Muskeladenylsaure. In Gegenwart 
von Kreatin-Phs. wurde im Muskelextrakt nach einer Inkubation von 
30 Sekunden wie in den Versuchen 8 und 9 eine geringe Veresterung zu 
leicht hydrolysierbarem Phosphat gefunden (Bildung von 0,06 bis 0.1 mg 
leicht hydrolysierbarem P,O, aus 1,5 cem 3mg Co-Zymasepraparat). 
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Der Mechanismus der Aktivierung der Kreatin-Phs.-Spaltung durch ( 
Zymase und Adenylséure scheint danach derselbe oder ein ahnlicher zu sei 


Hefeadenylsaiure war immer unwirksam. 


V. Einwirkung von Monojodacetat und Fluorid. 


L. Intakte Froschmuskeln, die mit Monojodacetat! oder Fluorid 
vergiftet sind, spalten Kreatin-Phs. bei der Reizung auf. Versuche mit 
Muskelextrakt ergeben, daB die Geschwindigkeit der Kreatin-Phs 
Spaltung nach Vergiftung mit m 2000 bis m 4000 Monojodacetat ode: 
m 100 Fluorid gegeniiber den unvergifteten Ansatzen nicht wesentlic| 
verandert wird, wenn eine gentigende Menge Adenylpyro-Phs. zu 
gegeben ist (s. Versuche 12 und 13). Diese Konzentrationen an Monojod 
acetat und Fluorid reichen aus, um die Milchséurebildung aus Glykogen 
vollstandig zu hemmen. Ferner wird durch m 100 Fluorid die Ver 
esterung von Adenylsiure im allgemeinen nicht beeinfluBt (Versuch 14 
Dagegen findet man nach lingerer Einwirkung von Monojodacetat 
diese Synthese 6fter mehr oder weniger stark gehemmt, besonders 
ausgeprigt in eiweiBarmen Extrakten (Versuch 15). Auch langer 
EKinwirkung von Fluorid vor dem Zusatz der Kreatin-Phs. und Adeny! 
pyro-Phs. hemmt die Kreatin-Phs.-Spaltung: 60 Minuten lange Ein 
wirkung von m 50 Fluorid z. B. um die Halfte. 


Versuch 12. 

EinfluB von Monojodacetat. 
Froschmuskelextrakt 2. Extraktion. 2 Stunden bei 20° inaktiviert) und 
1 Stunde dialysiert. Pro Versuchsansatz 1,0 cem Extraktgemisch + 1,0cem 
Zusatze (0,97 mg Kreatin-Phs.-P,O;,; und 0,1 mg Ap.). Da die Monojod 
essigsdurevergiftung des glykolytischen Ferments ebenso wie im intakten 
Muskel eine Zeitreaktion ist*, blieben alle Ansatze vor dem Zusatz von 
Kreatin-Phs. und Adenylpyro-Phs. 45 Minuten mit neutralisierter Monojod 

: essigsdure ( MJE.) bei 20° stehen. 





MJE.- Inku- Kreatin-Phs. 
eee yations- saeececemaoeaeeneneienes 
Versuchsansitze — ney mg P05 %p ge 
en Min. gefunden spalter 
Extraktgemisch 
+ 0,7 Wasser, nach 45 Min. Kreatin-Phs. 0 0,97 ~ 
+07 , | ee Ps 0 45 0,97 0 
+ 0,7 3 ee a 
Ot Se eae eee tag Saree 0 15 0,29 70 
+ 0,6 Wasser + 0,1 cem m/200 MJE., 
nach 45 Min. Kreatin-Phs.+Ap. . m/4000 15 0,27 72 
+ 0,5 Wasser + 0,2cem m/200 MJE., 
nach 45 Min. Kreatin-Phs.Ap. . m/2000 15 0.32 67 
1 Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 163, 19380; 227, 51, 1930. 2 Lip 


mann, ebenda 221, 110, 1930. 3 Lohmann, ebenda 236, 444, 1931. 
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Versuch 13. 
EintluB von Fluorid. 


Froschmuskelextrakt 2. Extraktion. 2 Stunden bei 20° inaktiviert und 
9 Stunden dialysiert. Zugesetzt 1,03 mg Kreatin-Phs.-P,O, und 0,1 mg Ap. 





. Inku- Kreatin-Phs. 
Versuchsansatze pesoroed bations- 
tration — mg P20 0 Be 
Min gefunden spalten 
Extraktgemisch 

+ Kreatin-Vhs. sofort. . : 0 1,03 
+ ™ SO Min. . . . 0 30 1,01 2 
_ ? + Ap. sofort. . , 0 10 0,29 72 
+ - + . + Fluorid . m /200 10 0,28 73 
+ m f . ye Z m/100 10 0.28 73 


Versuch 14. 
Veresterung von Adenylsaure im tluoridvergifteten Frosch- 
muskelextrakt. 
Derselbe Extrakt wie in Versuch 13. Inkubationszeit 30 Sekunden. Zu- 


gesetzt 1,03 mg Kreatin-Phs.-P,O; und 0,3 mg Adenylsaure-P,O;. 





mg mg leicht 


, . hydroly 
Kreatin- . 

Versuchsansitze P} ae Q,  Sierbares 
a P20 


gespalten gebildet 


Iixtraktgemisch 


+ Kreatin-Phs. + Adenylsiure . . eater ee / 0,33 0,23 
+ * o ie +m/100 Fluorid _ 0.35 0,23 
- és -- Pe + m/200 - ia 0.33 0,23 


Versuch 15. 

Veresterung von Adenylsaure im Froschmuskelextrakt nach 
45 Minuten langer Vergiftung mit Monojodacetat. 
Froschmuskelextrakt 3. Extraktion. 28 Stunden in Eis inaktiviert. Zu- 
gesetzt 0.99 mg Kreatin-Phs.-P,O, und 0,3 mg Adenylsaure-P, O,. 











Inkubationszeit Inkubationszeit 
10 Sek. 60 Sek 
ts mg mg 
Versuchsansitze Keentin- ages or . 
Phs.- om + Phs.- mg A 
> re det gvehildet 
P, O- geoll P.0 5 
gespalten gespalten 
Extraktgemisch + Kreatin-Phs. + Ap. 
nicht vergiftet .... . te, : 0,12 0,08 0,32 0.32 
mit m/4000 MJE. vergiftet 0,12 0,08 0,28 0,24 


mit m/2000 MJE. vergiftet . . . . 0.04 0,04 0.16 0.16 
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2. Nach friiheren Versuchen erfolgt in Extrakten, die kurze Z 
inaktiviert sind, bei Zusatz gréBerer Mengen Adenylpyro-Phs. e 
1 


Svnthese von Kreatin-Phs.' Ob es sich hierbei um eine Umkehr « 
Kreatin-Phs.-Spaltung unter bestimmten Bedingungen handelt, is: 
noch nicht geklart. Fiir den monojodacetatvergifteten Froschmuske| 
kommt jedenfalls eine solche Umkehr nicht in Betracht, da dies: 
Reaktion im Extraktversuch durch Monojodacetat gehemmt wird und 
zwar sowohl bei neutraler wie bei schwach alkalischer Reaktion, w: 
normalerweise die Kreatin-Phs.-Synthese gréBer ist als bei neutrale: 
Xeaktion. Auch nach Zusatz von Kreatin und Glykogen war div 
Kreatin-Phs.-Synthese nach Vergiftung immer vollstandig oder fast 
vollstandig gehemmt (Versuch 16). 


Versuch 16. 
Froschmuskelextrakt 1. Extraktion. ‘'/, Stunde inaktiviert. Wie im Ve 
such 12 blieb auch hier der Extrakt zunichst mit MJE. bzw. der ent 
sprechenden Menge Wasser 45 Minuten bei 20° stehen. Je 1,0 cem diese: 
Extrakte wurde dann nach Alkalisieren mit Na,CO, auf px 8,5 auf 2,0 ccm 
mit den Zusatzen aufgefiillt (0.50mg Ap., 10mg Kreatin, 4,0 mg Glykogen) 
MJE.-Konzentration wahrend der Inkubation m/3000.  Inkubationszeit 
1 Minute, Temperatur 20°. 





mg Kreatin-Phs.-P. 0, 


; ad . 
Versuchsansiitze gebildet 


ohne MJE. mit MJE. 


ee i | rr 0,10 0,01 
* + . +Kreatin..... 0,10 0 
” + , +Glykogen .... 0,13 0 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 


Diskussion °. 

Im experimentellen Teil ist gezeigt, daB zur Aufspaltung det 
Kreatin-Phs. ein ,,Co-Ferment*’ benétigt wird. Es erscheint iiber- 
raschend, daf die stark exotherm verlaufende Spaltung der Kreatin-Phs 
(die schon durch verdiinnte Séiuren in der Kalte hydrolysiert wird) im 
Muskel nicht durch eine spezifische Phosphatase erfolgt, wie bishe1 
allgemein angenommen wurde, sondern dafs hier eine enzymatisch 
bedingte Reaktionsfolge unter Einbeziehung der Adenylpyro-Phs 
vorliegt. 

Die Warmeténung der Kreatin-Phs.-Spaltung wurde in verschic 
schiedenen MeBreihen bei der Aufspaltung durch Sauren (dieser Wert 
wurde als der einwandfreieste angesehen) zu 11000 bis 12000 eal, bei 


1 Meyerhof u. Lohmann, diese Zeitschr. 253, 431, 1932. 2 Vel. auch 
Lohmann, Naturwiss. 22, 409, 1934. 
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der enzymatischen Spaltung zu 15000 cal pro Mol gefunden!; nach 
neueren Messungen ergab sich aber auch bei der enzymatischen Spaltung 
nach Reaktivierung inaktivierter Extrakte ein Wert von 11000 bis 
12000 cal pro Mol. Aus der von monojcdacetatvergifteten Frosch- 
muskeln geleisteten Spannungsarbeit wurde durch Umrechnung iiber 
den kalorischen Quotienten der Milchsadurebildung ein mittlerer Wert 
von 12900 cal erhalten®. Die Dephosphorylierung von 1 Mol Adenyl- 
pyro-Phs. zu 1 Mol Adenylséure und 2 Mole Phosphorsaure ergab 
indererseits eine Warmeténung® von 25000 cal, d. h. pro Mol abgespal- 
tene Phosphorsiure 12500 cal. Auf Grund der gemessenen Reaktions- 
wirmen der Gleichungen (1) und (3) 


Adenylpyro-Phs. Adenylsaure 2 Phs. - 25000 cal (1) 
2 Kreatin-Phs. -+- Adenylsiure = Adenylpyro-Phs. -+ 2 Kreatin (2) 
2 Kreatin-Phs. 2 Kreatin + 2 Phs. + 22000 bis 24000 cal (3) 


ergibt sich also, daB die Spaltung der Kreatin-Phs. unter gleichzeitiger 
Veresterung der Adenylsiure zu Adenylpyro-Phs. innerhalb der MeB- 
venauigkeit ein thermisch neutraler Vorgang ist. Bei dem eigentlichen 
Zerfall der Kreatin-Phs. wird also keine Warme frei (ob die Reaktion 
auch energielos verlauft, muB vorlaufig wegen der bisher unbekannten 
freien Energie unentschieden bleiben). Die Resynthese der Adenyl- 
pyro-Phs. erfolgt also praktisch mit einem 100° igen Nutzeffekt. Ein 
ahnlich hoher Nutzeffekt war schon fiir die anaerobe Restitution der 
Kreatin-Phs. auf Kosten der nachtraglich gebildeten Milchsaéure beob- 
achtet. die nach Meyerhof* mit einem 90°,igen, nach Lundsgaard® 
sogar mit einem 100°, igen Nutzeffekt verlauft. 

Chertrigt man die am Muskelextrakt gefundenen Ergebnisse 
auf den intakten Muskel, so ergibt sich fiir die bei der Muskelkontraktion 
ablaufenden bis jetzt nachgewiesenen chemischen Vorgange die folgende 

teihenfolge: 1. Zerfall von Adenylpyro-Phs., der 2. durch den Zerfall 
der Kreatin-Phs. riickgingig gemacht wird. Die Resynthese der Kreatin- 
Phs. erfolgt 3. teilweise anaerob durch die Energie der Milchsaurebildung, 
teilweise aerob durch oxydative Prozesse (vorwiegend Kohlenhydrat- 
verbrennung): diese oxydativen Prozesse bewirken auBerdem 4. (und 
zwar ausschlieBlich) in der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion die Re- 
synthese der Milchsaure zu Glykogen. Vor dem Zerfall der Kreatin-Phs. 
erfolgt also die Dephosphorylierung der Adenylpyro-Phs.: diese ist die 
zeitlich erste bis jetzt nachgewiesene exotherme Reaktion bei der 


1 Meyerhoj{ u. Lohmann, Naturwiss. 15, 670, 768, 1927; Meyerhof u. 
Suranyi, diese Zeitschr. 191, 125, 1927; Meyerhof u. Lohmann, ebenda 196, 
49, 1928. 2 Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 58, 1930. 3° Meyerho} 
u. Lohmann, ebenda 258, 431, 1932. 4 Meyerhof u. Schulz, ebenda 236, 
71, 193i. ° Lundsgaard, ebenda 2338, 322, 1931. 
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Muskelzuckung. Beziiglich der Frage, in welcher chemischen und 
energetischen Beziehung Zerfall und Resynthese der Adenylpyro- Ph: 
zu dem FundamentalprozeB der Muskelzuckung stehen, ist anzunehme) 
dab wahrscheinlich eine unmittelbare Beziehung nicht besteht. Es sci 
nur erwahnt, dab die bei der vollstandigen Spaltung der isolierten Adeny! 
pvro-Phs. auftretende Sauerung! (Verschiebung der |H| von px 7,3 aut 
6,3) wohl zu gering ist, um als solche die Muskelkontraktion nach ein: 
der Theorien von ¢v. Firth oder K. H. Meyer? erkliren zu kénnen 

Auf Grund der Geschwindigkeit, mit der insbesondere die R: 
synthese der Adenylpyro-Phs. schon in den Extraktversuchen verlauft 
(wo die Fermentkonzentration nur einen Bruchteil derjenigen im Muske! 
betrigt), laBt sich zwanglos erklaren, dab ein Froschgastrocnemius 
auch anaerob bei schonender Reizung mehr als 100 Einzelzuckungei 
ausfiihren kann, bevor ein Zerfall der Adenylpyro-Phs. feststellbar ist® 
Erst bei weitgehender Ermiidung, die im normalen Muskel immer mit 
betrachtlichem Zerfall der Kreatin-Phs. einhergeht, wird eine starker 
Aufspaltung der Adenylpyro-Phs. gefunden. (Dieser Zerfall kann nach 
Embden*, wenn der Muskel noch nicht zu sehr geschadigt ist, bei de: 
Erholung in QO, rickgaingig gemacht werden.) Auch im monojod 
acetat-vergifteten Muskel zerfallt bei der Reizung bilanzmabig zu- 
erst nur die Kreatin-Phs., die Adenylpyro-Phs. mit einem plotz- 
lichen Sturz erst dann, wenn die Kreatin-Phs. weitgehend aufge- 
spalten ist5. Ahnliches ist von Mozolowski beim Zerschneiden eines 
Muskels gefunden®, 

Dies alles spricht dafiir, da auch im intakten Muskel der Abbau 
und Aufbau der Adenylpyro-Phs. mit dem Zerfall der Kreatin-Phs. in 
derselben Weise verkniipft ist wie in der Fermentlésung. Auf direktem 
Wege, durch die chemische Untersuchung einer einzelnen Muske! 
kontraktion, laBt sich deren Chemismus wegen der Schnelligkeit des 
Reaktionsablaufs und der Unméglichkeit, einen Muskel schnell genug 


' Lohmann, diese Zeitschr. 254, 391, 1932. — ? v. Furth, Ergebn. d. 
Physiol. 17, 363, 1919; Meyer, diese Zeitschr. 214, 253, 1929. — % Loh 
mann, diese Zeitschr. 203, 176, 1928. 4 Embden u. Mitarbeiter, Zeitschi 
f. physiol. Chem. 187, 53, 1930. — °® Lundsgaard, Arch. di se. biol. 1S, 


232, 1933; diese Zeitschr. 269, 308, 1934. In eigenen Versuchen waren be! 
der Reizung von Froschgastrocnemien (R. esculenta, Temperatur 10°) bis 
zum Abfall der Kontraktionshéhe oft mehr als 75°, der Kreatin-Phs. aut 
gespalten, bevor ein Zerfall der Adenylpyro-Phs. feststellbar war. In 
anderen Versuchen war die prozentuale Spaltung der Adenylpyro-Phs 
zwar immer wesentlich geringer als die der Kreatin-Phs., erreichte jedoc! 
nennenswerte Betriage. Dies ist vielleicht auf eine Hemmung der Adeny! 
pyro-Phs.-Kreatin-Phs.-Reaktionsfolge infolge Ubervergiftung des Muskels 
durch die Monojodessigséure zuriickzufiihren (vgl. Versuch 15). 8 Mozo 
lowski u. Sobczuk, diese Zeitschr. 265, 41, 1933. 
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htéten zu kénnen, nicht erweisen. Hierauf hat insbesondere Bethe! 
ingewiesen; aus diesen theoretischen Erwagungen heraus ist schon 
von Lehnartz* die Méglichkeit erértert worden, dab die Energie der 
Kreatin-Phs.-Spaltung die Resynthese der Adenylpyro-Phs. herbeifiihre. 


Wasserige Extrakte aus Skelett- und Herzmuskulatur besitzen keine 
pezifische oder unspezifische Phosphatase (héchstens nur in ganz geringen 
\Mengen), die Kreatin-Phs. unter den gewahlten Versuchsbedingungen direkt 
n Kreatin und Phosphorsaure spalten kénnte. Dies gilt aber wahrscheinlich 
nicht fir alle anderen Gewebe. In einem wiisserigen Nierenextrakt wurde 

B. auch nach intensiver Dialyse zugesetzte Kreatin-Phs. langsam aut- 
gespalten. Die Geschwindigkeit des Zerfalls war nach Zusatz von Adenylpyro- 
Phs. erheblich gesteigert. 

Zu erwigen bleibt noch die Méglichkeit, daB in dem auf S. 264 an 
vetiihrten Reaktionsschema die Adenylpy ro-Phs. nicht in Adenylsaure 

2 Mol. Phosphorséure zerfallt, sondern daB unter Abspaltung von | Mol. 
Phosphorsiéiure eine Adenosind?-Phs. gebildet wird, die dann mit nur | Mol. 
Kreatin-Phs. unter Riickbildung der Adenylpyro-Phs. reagiert. Kine 
experimentelle Entseheidung lieB sich bisher nicht treffen. 


1 Bethe, Naturwiss. 18, 678, 1930. * Lehnartz, Ergebn. d. Physiol. 
35, 966, 1933. 











Weitere Untersuchungen 
iiber das Co-Ferment der Milchsiurebildung. 


Von 
K. Lohmann. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fii 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 18, April 1954.) 


Nach fruheren Untersuchungen ist das Co-Ferment der Milchsaiur 
bildung die Adenylpyrophosphorsaéure ! (neben Magnesium und anorgani 
schem Phosphat). In kurze Zeit inaktivierten Muskelextrakten. di: 
zugesetztes Glykogen spontan nicht mehr in Milchséiure aufzuspalten 
vermochten, war jedoch auch Muskeladenylsiure als Co-Ferment 
wirksam, dagegen nicht mehr in langere Zeit inaktivierten oder in 
dialysierten Extrakten, in denen die Adenylpyrophosphorséure noch 
voll wirksam war!. In der vorstehenden Mitteilung? ist nun beschrieben, 
da im Muskelextrakt Adenylsiure durch Kreatinphosphorsaure zu 
Adenylpyrophosphorsaure verestert wird. Es war daher zu erwarten 
da in dialysierten Extrakten, in denen nach Zusatz von Mg und an 
organischem Phosphat Adenylsaure allein als Co-Ferment unwirksam 
war, Adenylsiure +- Kreatinphosphorsaure zugesetztes Glykogen in 
Milchsaure aufspalten miBten. Der Versuch bestatigte diese Erwartung 

Die Versuchsanordnung kann entweder so gewahlt werden, dat) 
das in einem dialysierten co-fermentfreien Muskelextrakt aus Adeny|- 
siure -- Kreatinphosphorsaure gebildete Adenylpyrophosphat in tiblicher 
Weise als Ba-Salz isoliert und als solches nach Umsatz mit K,SO, 
verwendet wird, oder noch einfacher, indem man zu dem Glykolys« 
ansatz (dialysierter Extrakt +- Mg +- anorganisches Phosphat -+- Glyko 
gen als Substrat) neben Adenylsaure gleichzeitig Kreatinphosphorsaur: 
hinzugibt. Mit Adenylsiure oder Kreatinphosphorsaure allein erfolgt 
dann keine Milchséiurebildung, dagegen mit Adenylséure + Kreatin- 
phosphorsaéure. 

Die Erklarung fiir die Wirksamkeit der Adenylséure als Co-Ferment 
der Milchséurebildung in kurze ‘Zeit inaktivierten Extrakten ist darin z 
suchen, daB diese Extrakte noch geringe Mengen Kreatinphosphorsaéur 
enthalten (vgl. vorstehende Mitteilung 8. 269), wodurch die Méglichkeit 
zur Synthese von Adenylpyrophosphorséure gegeben ist. Diese Menge! 
an Kreatinphosphorséiure kénnen so gering sein, da sie analytisch nicht 
mehr nachweisbar sind. Durch die Energie der Milchséurebildung kam 


Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929; diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
2 Derselbe, ebenda 271, 264, 1934. 
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lererseits wieder eine Synthese von Kreatinphosphorséure aus den im 
iktivierten Extrakt vorhandenen Komponenten Kreatin und Phosphor- 
iure bewirkt werden. Es mu dahingestellt bleiben, ob dies die einzige 
Erklarung ist. oder ob nicht noch andere bisher unbekannte Prozesse eine 
Rolle spielen. 
Versuch. 

Milchsaurebildung in Froschmuskelextrakt. Extrakt 2 Stunden bei 20° 
naktiviert und 2!/, Stunden dialysiert ; dann mit '/,, des Volumens an m,10 
Phosphatpufter vom pu 7.4 und '/, an 2,6° ,igem Na-Bicarbonat versetzt 
Iixtraktgemisch). Je 1,5cem Extraktgemisch + 1,0 cem Zusatze [0,2 cem 
3°.iges Glykogen, 0,lcem MgCl, mit 0,l mg Mg; Praparate a) und b), 
mit 0,05 mg Ap. in Praparat a)]. EnteiweiBung mit HCl-Hg(Cl,, Entzuckerung 
mit Kupfer-Kalk; Milchséurebestimmung im Apparat von Lieb und Zacherl'. 

Praparat a). Zu dialysiertem Froschmuskelextrakt wurden nach 
Pufferung mit Bicarbonat pro ccm Extrakt 0,3 mg Adenylséure-P,O; 
und 0,9mg  Kreatin-Phosphorséiure-P,O, (in 1,0 cem  gelést) gegeben. 
EnteiweiBen mit Trichloressigsiure nach 30 Sekunden (Temperatur 20°). 
lsolierung der Nucleotide nach Stehen der sauren Lésung tiber Nacht 
zur vollstaéndigen Aufspaltung der Kreatinphosphorséure) durch Aus- 


fallung als Ba-Salz. Praparat b).  Kontrollpraparat. Adenylsiure und 
Kreatinphosphorsaéure wurden zu dem schon vorher mit Trichloressigsaure 
versetzten Extrakt gegeben. Aufarbeitung genau wie bei Praparat a). 





mg Milchsiure 
pro Ansatz 


Nr. Versuchsansitze 
gefunden gebildet 
Extraktgemisch + Meg + Gly kogen 

l Sofort Te Oe ee ee ee on ae -— 0,28 - 
2 ee Ss ee = : ; 0,24 0 
3 On tr Ai GER. 6 eG hy 2 1,12 0,86 
4 + Praparat a, 60 ee er ees 0,76 0.50 
5 -L OC. PGT eee Pe Be 0,26 0 
6 + 0,15 mg Adenylsiure-P,0;, 60 Min... . . . 0,24 0) 
7 + 0,15 mg Adenylsaure-P,0; + 0,80 mg Kreatin- 

Phosphorsaure-P,0;, 60 Min. . 1,28 1,02 


Ergebnis. Unwirksam als Co-Ferment der Milchséurebildung sind 
in dem dialysierten Muskelextrakt Adenylsiure und das Praparat b 
(und ebenso Kreatinphosphorsaure): wirksam dagegen sind Adenylpyro- 
phosphorséure, das Praparat a, das durch enzymatische Einwirkung 
von Adenylséure auf Kreatinphosphorsdéure erhalten war, sowie das 
Gemisch von Adenylsaiure -- Kreatinphosphorsaure. 


1 Lieb u. Zacherl, Zeitschr. f. physiol. Chem. 211, 211. 1982. 











Kinige Bemerkungen zur Bestimmung des Nicotins 
im 'Tabakrauch. 
Von 
Adolf Wenusch. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Generaldirektion 
der Osterreichischen Tabakregie Wien.) 


(Eingegangen am 27. April 1934.) 


Ich habe seinerzeit! eine Reihe von Voraussetzungen aufgestell|t 
die notwendig sind, um bei Rauchgasanalysen  iibereinstimmend 
Resultate zu erhalten. Da ein Teil dieser Voraussetzungen bereits 
groBtenteils anerkannt ist, kann ich mir die seinerzeit gegebene aus 
fiihrliche Begriindung ersparen und fiihre sie nur kurz an: 

1. Alle fiir eine Versuchsreihe oder eine Reihe von Vergleichs 
versuchen verrauchten Tabakfabrikate miissen vollkommen.  gleict 
artige Tabakzusammensetzung mit gleichem Nicotingehalt und gleichen 
Stopfungsgrad haben. 

2. Die Tabakfabrikate miissen gleichen Feuchtigkeitsgehalt haben 

3. Die Tabakfabrikate miissen auf gleiche Stummellange ab 
geraucht werden. 

4. Die Tabakfabrikate miissen ohne Pressung in die Abrauc! 
apparatur eingesetzt werden. 

Die fiinfte Voraussetzung?, welche ganz besonders fiir die Richtig 
keit einer Rauchgasanalyse entscheidend ist, lautet: In gleiche: 
Zeiten miissen gleiche Tabakmengen (bei durchwegs gleich dicke 
Zigaretten gleiche Langen) abgeraucht werden. 

Wahrend die ersten vier Voraussetzungen Jedem mit der Materie ver 
trauten Analytiker verstandlich sind, bedarf diese fiinfte Voraussetzung. 
wie manche fehlerhaften Analysen der letzten Zeit gezeigt haben. eine! 
genauen Begriindung: Die Menge des in den Ranch iibergehenden Nicotin- 
hangt wie ich schon erwahnt habe in hohem MaBe von der Geschwindig 
keit des Abrauchens ab. Legt man nun zum Zwecke des Abrauchens eine! 
konstant bleibenden Unterdruck an das abzurauchende Fabrikat an, »: 
wird die Geschwindigkeit des Abbrennens einerseits von der Ziigigk« 
(Luftdurchlassigkeit) und andererseits von der Kombustibilitat des Tabak 
abhangen. Da nun auf jeden Fall die Ziigigkeit eines Fabrikats mit ab 
nehmender Lange zunimmt. wiirde der erste Teil langsamer abbrenne: 


1 4. Wenusch, Beitrag zur Bestimmung des Nicotins in Rauchgase: 
Fachl. Mitteilungen der 6sterr. Tabakregie, 1931, Heft 1. — ? Zitiert nac! 
A. Wenusch, |. ce. 
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- der letzte. Ein derartiges Abbrennen entspricht aber absolut nicht dem 
Vorgange beim Rauchen. Wie ich bereits erwahnt habe, reguliert jeder 
Raucher instinktiv den Rauchvorgang durch starkeres oder schwacheres 
Ziehen derart, daB er in der Zeiteinheit ein gewisses, fiir ihn annihernd 

ichbleibendes Rauchvolumen ansaugt. Ein konstantes Rauchvolumen 
laBt sich aber nur dann erreichen, wenn man mit jedem Zuge immer die 

eiche Tabakmenge abraucht. Der zum Abrauchen ertorderliche Unter- 

uck muB also, je nach der momentanen Ziigigkeit des Fabrikates, fii 
eden Zug so gewahlt werden, dali mit Jedem Zuge gleich viel Tabak (bei 
Homogenitaét und gleichem Durchmesser des Fabrikates gleiche Léange) 
hgeraucht wird. Fiir ein Abrauchen, das den nattirlichen Rauchvorgang 
moglehst genau nachahmen soll, ist ein konstant wirkender Unterdruck 
nicht am Platze. 

Da die fiinfte Voraussetzung auch heute noch vielfach abersehen 
wird, gehe ich etwas naher darauf ein. 

Zigarettentabake kénnen bekanntlich mit der iiblichen Hackmesser- 
maschine oder mit rotierenden Messern geschnitten werden. Im ersten 
Kalle werden die Tabake in der Mundoéffnung gepre8t und verlieren etwas 
von ihrer natiirlichen Krauselung. Im zweiten Falle tritt keine Pressung 
ein und der Schnitt-Tabak bleibt starker gekrauselt. Schneidet man nun 
die gleiche Tabaksorte nach den beiden Verfahren und stellt aus den zwei 
Schnitt-Tabaken Zigaretten von gleichem Format und gleichem Gewicht 
her, dann sind die Zigaretten, welehe aus dem mit der Hackmessermaschine 
veschnittenen Tabak hergestellt sind, erheblich leichter ziigig als die Ziga- 
retten, welche aus dem mit dem rotierenden Messersatze hergestellten, 
starker gekriuselten Tabak erzeugt sind}. 

Raucht man nun diese beiden Zigarrettensorten, welche gleiches 
Format, gleichen Tabak und gleiches Tabakgewicht haben, in der z. B. 
von B. Pfyl? angegebenen Weise, indem fiir jeden Zug ein gleichmaBig 
verlaufender Unterdruck an das Fabrikat angelegt und bei jedem Zug 
ein gleiches Volumen angesaugt wird, dann erfordert die schwerer ziigige 
Zigarette mehr Ziige zum Abrauchen als die leichter ziigige. Mit anderen 
Worten: Die Abglimmzeiten sind verschieden. Da aber die Menge des in 
den Rauch iibergehenden Nicotins in hohem Mae von der Abrauch- 
geschwindigkeit abhangig ist. so ergibt sich der kuriose Fall. daB Zigaretten 
von gleichem Format. die mit der gleichen Menge des gleichen Tabaks 
gefiillt sind, verschiedene Mengen von Nicotin an den Rauch abgeben. 
Das geht aber doch wohl gegen den gesunden Menschenverstand, wo wir 
wissen, daB der Raucher bei starkerem Widerstand einfach instinktiv 
stirker zieht. Pfyl hat in der erwaihnten Arbeit sehr richtig bemerkt 
(8S. 505): ,,Die Anzahl der Ziige und die Verbrennungsdauer sind Funk- 
tionen der Zughdufigkeit und Strémungsgeschwindigkeit einerseits., der 
Verbrennlichkeit des Tabaks andererseits. Die letztere ist ihrerseits von 
der Art und Stopfung des Tabakgutes, seinem Feuchtigkeitsgehalt, der 
Art seiner Mineralstoffe, Stickstoffsubstanzen, organischen Sdauren usw. 
abhangig. Verraucht man daher verschiedene Tabakwaren mit derselben 


1 Ahnliche, aber undurchsichtigere Verhaltnisse als dieser Versuch 
ergibt, kommen in der Praxis des 6fteren vor (Schnittbreite, Tabak- 
lange usw.). — ? B. Pfyl, Zur Bestimmung des Nicotins im Tabakrauch, 
Il. u. LIL., Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 1933, Heft 5. 
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Zughautigkeit und Strémungssgechwindigkeit. so bilden diese Faktor: 

die sich im iibrigen leicht ermitteln lassen, ein Ma®B fiir die Verbrennli: 

keit des Tabakgutes*. Pfyl iibersieht aber dabei, daB Rauchgasanalys: 
im allgemeinen nicht dazu dienen, die Brennbarkeit von Tabakwa) 

festzustellen, sondern durch einen dem natiirlichen RauchprozeB mo, 
lichst nachgebildeten Abrauchvorgang die Menge von Nicotin zu bestimm« 

die ein Raucher durch sein Abrauchen im Hauptstrom bildet. 


Die von Pfyl vorgeschlagene und heute noch vielfach gehandhal 
Abrauchmethode hatte nur dann eine Berechtigung, wenn auch der Rauc}y 
einen unabhangig von der Ziigigkeit gleichverlaufenden Unterdru 
an das Tabakfabrikat legte. Ich habe aber schon vor langerer Zeit gezeigt 
daB die Raucher instinktiv um so starker ziehen, je weniger lufte: 
ein Tabaktabrikat ist. Ich wiederhole im folgenden diesc fiir Rauchg 
analysen grundlegende Feststellung: ..Der Beweis fiir die Behauptuny 
da jeder Raucher ein ihm eigenes, nahezu konstantes Rauchvoluny 
durch unwillkiirliche Regulierung der Starke des Ziehens in nahezu gleiche: 
Zeit einsaugt, ist mit einer einfachen Apparatur zu erbringen: Uber das 
Ende einer hélzernen Zigarettenspitze, in welche sonst die Zigarette gesteckt 
wird, stiilpt man einen etwa 6 cm langen Kautschukschlauch, dessen Lume: 
so groB ist, daB eine Zigarette bequem, aber luftdicht eingesteckt werde: 
kann. In der Mitte des Schlauches bohrt man mit einem heiBen Nav 
ein Loch, in weleches man ein kurzes Glasréhrchen luftdicht einsetzt. Das 
Glasréhrchen, welches ungefahr bis in die Mitte des Schlauches ragt, wird 
durch einen Schlauch mit einem Manometer verbunden. 

Gibt man nun einem Raucher verschieden stark gestopfte Zigarette: 
mit dieser Apparatur zu rauchen und liest man bei Jedem Zuge den ent 
sprechenden Unterdruck ab, so sieht man, daB bei starkerem Stopfungs- 
grade der Unterdruck ganz allgemein zunimmt. Man sieht aber auch, dati 
im allgemeinen gegen das Ende des Fabrikats der Unterdruck kleine: 
wird als er am Anfange war, da sich der Luftwiderstand eben verringert 

Wohin die konsequente Durchtiihrung der von B. Pfyl angegebene: 
Art des Abrauchens schlieBlich fiihrt, zeigt die miihevolle Arbeit vor 
C. Pyriki*, in welcher eine Zigarette (Tabelle I, Nr. 10) in 21 Minuten 
abgeraucht wurde und demgema8 nur 13,9°,, Nicotin an den Hauptstrom 
rauch abgab. Ein Durchschnittsraucher hatte an dieser schwerbrandige! 
Zigarette Nr. 10 jedenfalls nicht 21 Minuten geraucht! Durch die b« 
behaltung dieses unberechtigten Abrauchvorganges ist die mihevoll: 
Arbeit von Pyriki fiir physiologische Betrachtungen stark entwertet 
worden. 

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, da der Raucher den Unte1 
druck beim Rauchen je nach der Luftdurchlassigkeit der Tabakfabrikat: 
andert, kommt meine fiinfte Voraussetzung, mit jedem Zug gleich vir 
vom Tabakfabrikat abzurauchen, dem natiirlichen Rauchvorgang an 
nachsten. Ich teile das abzurauchende Stiick der gleich schwere) 
Zigaretten mit einem weichen Bleistift in soviel Teile, als Ziige zu 
machen sind und rauche unter peinlich genauer Einhaltung der Rauc! 
pausen mit jedem Zug bis zum nachsten Teilstrich weiter. 


' Fachl. Mitteilungen d. Osterr. Tabakregie, 1931, Heft 1. — ? Zeitse] 
f. Unters. d. Lebensm. 1933, Bd. 65, Heft 5. 
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Die Nicotinbestimmung selbst ist leider noch immer ein trauriges 

Kapitel der Tabakchemie. Eine fiir alle Falle zuverlassige Methode 
bhesitzen wir noch nicht. 


Man denke z. B. nur an ein Ptlanzenschutzmittel, welehes 2°, Nicotin 
ilfat und 2 Anabasinsulfat enthalt. Nach jeder bisher bekannten 


Nicotinbestimmungsmethode wiirde bei Unkenntnis der Anwesenheit des 
\nabasins dieses als Nicotin bestimmt werden. Bei Anwendung der 
Methode von B. Pfyl und O. Schmitt im vorliegenden Falle schlésse man 
aus der guten Ubereinstimmung der Pikratzahl und Jodeosinzahl sogat 
iuf eine besondere Reinheit des zur Titration gekommenen Nicotin 
dipikrates, das aber fast zur Halfte aus Anabasindipikrat besteht. Nach einer 
Mitteilung von JV. Ehrenstein', die allerdings noch der Bestatigung bedart, 
soll sogar im Tabak Anabasin enthalten sein. Auerdem sind aber im Rauch 
noch andere Basen enthalten (Myosmin und Sokratin*), die auch in ver- 
diinnteren Lésungen wenigstens teilweise mit dem Nicotindipikrat mit 
fallen. Ganz schlimm wird erst die Sache, wenn man bedenkt, daB die 
von BE. Baur und P. Koenig geziichteten nicotinfreien Tabake Verbindungen 
enthalten, die noch wasserdampttliichtig sind und mit Kieselwolframsiure 
und auch z. T. mit Pikrinséure fallbar sind. Wenn man weiter bedenkt, 
da®B auch die an sich wenig erfreulichen biologischen Methoden aut Anabasin 
analog ansprechen wie auf Nicotin®, so muS8 man wohl oder iibel ein 
gestehen, daBb wir heute noch keine allen Bediirfnissen entsprechende 
Nicotinbestimmungsmethode besitzen. Da einzelne Pikrate., in geringere1 
Menge dem Nicotindipikrat zugemischt, haufig keine auffallige Schmelz- 
punktsde pression ergeben, so bleibt es letzten Endes oft dem Spiirsinn 
des Analytikers vorbehalten, ein mit anderen Verbindungen gemischtes 
Nicotindipikrat als unrein zu erkennen. 


Angesichts dieser Verhaltnisse scheint es notwendig, in ganz 
kritischen Fallen das Nicotin auBer durch Fallung mit Pikrinsaure 
auch polarimetrisch zu bestimmen. Erst aus der guten Ubereinstimmung 
beider Werte wird man mit einiger Berechtigung schlieben diirfen, dal 
tatsichlich alles Gefundene Nicotin war. 

Eine wertvolle Hilfe zur Reinheitspriifung ist auch das Umkristalli- 
sieren des gewogenen Nicotindipikratniederschlages mit heiBem Wasser 
und neuerliche Wagung des beim Abkihlen ausgefallenen Nicotin- 
dipikrates. Ermittelt man z. B. in einem Parallelversuch, dab 0,1 g 
reines Nicotindipikrat beim Umkristallisieren mit 200 cm? Wasser 
0,005 g an Gewicht verliert, wahrend die gleiche Menge des aus einer 
Untersuchung stammenden Dipikrates bei sonst ganz gleicher Behand- 
lung 0,02 ¢ verliert, dann kann man mit Sicherheit annehmen, dab 
das Pikrat nicht reines Nicotindipikrat war. Die Pikrate von Anabasin, 
Myosmin, Sokratin sowie der in den nicotinfreien Tabaken von 
P. Koenig enthaltenen Basen sind etwas leichter léslich als das Nicotin- 


1 M. Ehrenstein, Ber. d. D. Pharm. Ges. 1931. S. 269. > A. Wenusch 
u. PR. Schéller, Fachl. Mitteilungen d. 6sterr. Tabakregie, 1934, Heft 1. 
> Dieselben, ehbenda Heft 2. 
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dipikrat. so daB sich ihre Anwesenheit beim Umkristallisieren dur 
Gewichtsverluste bemerkbar macht. Die Vorteile, welche das Un 
kristallisieren in kritischen Fallen bietet, 1aBt die  gravimetrisch 
Nicotindipikratbestimmung gelegentlich als recht zweckmabig e1 
scheinen. Der Vorgang ist kurz folgender: 

Das Wasserdampfdestillat wird mit Essigsiiure ganz schwach a: 
gesauert und griindlich durchgeschiittelt, damit allenfalls in den oft aut 
tretenden Oltrépfchen enthaltenes Nicotin in die saure Fliissigkeit geh: 
Nach Auffiillen zur Marke wird filtriert, um die Oltr6épfehen und oft aut 


tretende wachsartige Bestandteile abzuscheiden. 100 cem = des. Filtrat: 
werden sodann mit l00cem Pikrinsdurelésung (10 ¢ Pikrinséure auf 1 Lit 
Wasser) versetzt. Nach zwolfstiindigem Stehen wird durch einen Tie 


mit porésem Boden, durch den vor der Trocknung etwas Pikrinsaur 
lésung laufen gelassen und abgesaugt worden ist, filtriert, mit etwas Pikri 
siurelésung gewaschen, gut abgesaugt und sodann bei 80°C zur Gewicht 
7 ergibt di 
Menge des im Niederschlag enthaltenen Nicotins, sofern sonst keine mit 
getallte Base vorliegt. Zur Reinheitskontrolle kann der Tiegel mun 


konstanz getrocknet. Die Auswaage multipliziert mit 0,2 


200 ecem kochendem Wasser bis zur Lésung des gesamten Niederschlage 
behandelt werden. Hierauf wird filtriert und zweimal mit Je 25cem heiBem 
Wasser nachgespiilt. Zu diesen 250 cem Fliissigkeit werden noch 50 cen 
Pikrinsaurelésung gegeben. Ganz analog behandelt man die gleiche Meng 
von bestimmt reinem Nicotindipikrat. Nach zwéolfstiindigem Steher 
wird filtriert, getrocknet und gewogen. Hat die V’robe mehr an Gewicht 
verloren ais das notorisch reine Nicotindipikrat, dann war sie bestimmt 
nicht rein. Durch allfallige Wiederholung des Prozesses wird man Uberein 
stimmung mit dem reinen Nicotindipikrat erreichen. 

Diese gravimetrische Bestimmung des Nicotindipikrates, welche 
ich im Heft 1/1931, 8. 7 der fachlichen Mitteilungen ver6ffentlicht habe, 
hat sich sehr gut bewahrt und bietet noch den Vorteil, daB man in 
kritischen Fallen das Nicotindipikrat nach der Auswaage aufbewahren 
kann, da es unbegrenzt haltbar ist. Dieser Umstand macht die Methode 
auch fiir gerichtliche Untersuchungen zweckmabig. 

W. Mohr! hat im Vorjahre ebenfalls eine gravimetrische Nicotin 
dipikratmethode veréffentlicht. W. Mohr 1aBt das Destillat direkt in eine 
Pikrinséiurelésung eintropfen. Ich halte diesen Vorgang fiir unzweckmiabig, 
da, wie bereits erwiahnt, haufig wachsartige Stoffe in das Destillat iibergehen. 
die erst durch Filtration getrennt werden miissen. Ferner trocknet W. Moh; 
das Nicotindipikrat bei 100°C. Ich halte 80°C wegen der Gefahr einer, 
wenn auch nur geringfiigigen, Sublimation fiir zweckmaBiger. 


1 Verfahren zur Nicotinbestimmung in Tabak und _ nicotinhaltigen 
Parasitiziden. Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 1933, Bd. 66, Heft 3. 
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Uber die Reaktion zwischen Fructose und Arsensiure. 
Von 
{. E. Braunstein. 
Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 
Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eimgegangen am 10, Mdrz 1954.) 


In einer vorangehenden Arbeit [A. Braunstein und M. Lewitow (1)] 
wurde berichtet, daB bei Garversuchen mit Rohrzucker und Trocken- 
oder Toluolhefe unter Zusatz von Arsenat ein ‘Teil des letzteren in labil 
gebundenen Zustand iibergefiihrt und vermutlich mit Zucker verestert 
wid. Weitere Versuche haben jedoch gezeigt, daB unsere urspriingliche 
Deutung des Phanomens als hiochemische Veresterung der Arsensiure 
irttimlich war. Es ergab sich einerseits, dafS das Ausmab der Ent- 
mineralisierung des Arsenats in Gegenwart von Rohrzucker in keinem 
gesetzmaBigen Zusammenhang mit der Gartiichtigkeit der angewendeten 
Hefepraparate steht. Andererseits bewirkten unerwarteterweise nicht 
hlo® die nicht vergorenen Zuckerarten (Arabinose, Lactose, Galaktose), 
sondern auch die gut vergirenden Zucker Glucose, Mannose und 
Maltose keine Bindung von Arsenat. Eine solche erfolgte in Gegenwart 


von Hefe nur mit Rohrzucker und mit weit gréBerer Geschwindig- 
ket mit Fructose. Neue Kontrollversuche mit Zucker und Arsenat 


ohne Hefe zeigten in der Tat, daB Arsenat in Gegenwart von Fructose, 
nicht aber von Saccharose bei Zimmertemperatur spontan, und selhn 
rasch zum Teil in organisch gebundene, mit Magnesiamischung und 
sonstigen Arsenatreagenzien (Ba-, Pb-, Ag-Saize) nicht fallbare Form 
iibergeht. Bei neutraler oder alkalischer Reaktion stellt sich ein Gleich- 
gewicht zwischen freier und gebundener Arsensaure ein dasselbe 
wie bei Gegenwart von Hefe: Zusatz von Saure zerlegt den gebundenen 
Anteil zu freier anorganischer Arsenséiure. Die Entmineralisierung 
ist demnach ein rein chemischer Vorgang. 

In den zufaillig gerade mit Rohrzucker ausgefiihrten Versuchen der 
vorigen Arbeit beschrankte sich die Beteiligung der Hefe als biochemisches 
Agens auf die Freilegung von Fructose durch die Hefeinvertase, wahrend 
die Kontrollversuche mit Rohrzucker und Arsenat ohne Hefe naturgemaS 
negativ verliefen. In dem einen damaligen Kontrollversuch mit Glucose 

Fructose wurde die spontane Entmineralisierung tibersehen, da dieser 
rasch ablaufende Vorgang bereits um den Zeitpunkt vollendet war, wo das 
anorganische Arsenat in der Anfangsprobe durch Fallung mit Magnesia 
mischung bestimmt wurde. 

AuBer Fructose bewirkt keine andere von den gepriiften Zucker- 
arten (Disaccharide, Hexosen, Pentosen, Triosen) in wasseriger Losung 
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bei Zimmertemperatur eine spontane chemische Bindung von Arsenat 
auch Fructose-Mono- und Diphosphat (Harden-Ester und Neubery 
Ester) fiihren keine solche herbei. Dagegen erfolgt spontan ein 
partielle Entmineralisierung des Arsenations in Gegenwart von meh 
wertigen Alkoholen (Glykol, Glycerin, Erythrit, Sorbit, Dulcit, Mannit 
unter Bildung von Verbindungen, die mit Magnesiamischung§ nicht 
fillbar und ahnlich der Fructoseverbindung in wisseriger Loésung 
auBerordentlich séurelabil sind (siehe Tabelle 1). 


Tabelle I. 
Spontane Entmineralisierung von Arsenat in wasseriger Lésung 
durch Zueker und Alkohole mit und ohne Toluothefe. 7’ 37 
(AusmaB der Entmineralisierung, geschatzt nach dem Umfang der aus den 
gebundenen Anteil nach Anséuern gewonnenen Mg (NH,)AsO,-Féllungen 








1 Millimol 1 Millimol 
Nay HASO, in Nay HAsO, in 
10 cem Lésung Mit Hefe Ohne Hefe 10 cem Lisung Mit Hefe Ohne Hefi 
+ 5 Millimol + 5 Millimol 
Zusatzsubstanz Zusatzsubstanz 
Fructose. . -4+t4+4+ 4+4+++ 1] Harden - Ester — — 
Saccharose ++ Neuberg - Ester + _— 
Glucose . FAS - Glycerin. . . +++ + +--+ 
Lactose . . . Mannit .. . nicht geprift + 
Galaktose .. . — _ Dulcit - e 
Mannose... -- - Sorbit . . . = - t+ 
Arabinose . . : - Erythrit . . . * ee cs 
Dioxyaceton . . Athylalkohol - 
Glycerinaldehyd - — Propylalkohol 


Zahlreiche Versuche, die  Fructosearsensiureverbindung — aus 
wasseriger Losung in Substanz darzustellen, schlugen fehl. Es zeigte 
sich alsbald, das die Eigenschaften der Verbindung nicht die geringst: 
Ahnlichkeit mit denjenigen der bekannten Hexosephosphorsaureester 
aufweisen. 

Die Verbindung gibt keine Fallung mit den fiir sie iiblichen Fallungs- 
mitteln (Ca-, Ba-, Pb-, Ag-Salze, Alkaloide) oder anderen Kationen (Schwer 
metalle, organische Basen), auch nicht unter Zusatz groBer Menge: 
wasserentziehender Mittel (10 bis 20 Vol. Alkohol oder Aceton!). Jede 
Ansiiuern im Laufe der Behandlung zersetzt sofort zu anorganischen A: 
senaten; dies vereitelt die Isolierung iiber Kohlenhydratderivate (z. B. mit 
Phenylhydrazin oder Semicarbazid). 

Die Substanz geht nicht in organische Extraktionsmittel (Ather, 
Amylalkohol, Athylacetat, Chloroform) iiber und ist im Vakuum bei 2 mm 
Hg und 100° nicht fliichtig (demnach erscheint das Vorliegen eines dreifach 
substituierten, nicht ionogenen Esters der Arsensaiure unwahrscheinlich ) 
Beim Eindampten im Vakuum bei 30° kristallisieren die Salze der Fructose 
arsenséureverbindung nicht aus ihren Lésungen. sondern hinterbleibe! 
im syrupésen Riickstand neben iiberschiissiger Fructose und abgespaltenen 
anorganischem Arsenat. 
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Die Isolierung der Substanz aus wasseriger Losung scheitert, 
wie aus oben Gesagtem ersichtlich, an ihrer Labilitét und den au Ber- 
ordentlich hydrophilen Eigenschaften aller ihrer Salze. Das von den 
Hexosephosphorséureestern durchaus verschiedene chemische Verhalten 
der Fructosearsensaureverbindung Jat auf einen wesentlich von den 
ersteren abweichenden molekularen Aufbau schlieBen. Einen Hinweis 
iuf die Natur der Verbindung gibt der Befund, daB Arsenat in wasseriger 
Losung ahnlich wie mit Fructose auch mit mehrwertigen Alkoholen 
labile Verbindungen eingeht. 

Die interessanten Untersuchungen von Berti! Englund (2) haben 
vezeigt, daB beim Erwarmen von Arsensiure (sowie arseniger Saéure und 
\rsenessigsdure) mit manchen Polyoxyverbindungen in wasserfreien Medien 
sehr leicht esterartige wasserlabile Verbindungen gebildet werden, die sich 
scharf von den typischen Polyolestern anorganischer Saéuren unterscheiden 
und groBe Ahnlichkeit mit den Polyol-Borséureestern von Boeseken aut- 
weisen. Englund hetrachtet die Diolarsensaiuren als eyclische Estersaéuren, 


C—O 
die den fiinfgliedrigen Heteroring \s enthalten, so z. B. die Glykol- 
C—O) 
arsensauren: 
H, C—O H,C—O O—CHy, 
As () As | 
H, C—O H,C—O O—CHg, 
OH OH 
Arsensaure-Glykolester Arsensaure-Diglykolester 


Als Zwischenstufe bei der Reaktion vermutet Englund das Auftreten 
von Komplexséuren, in denen Diol und Arsensiiure koordinativ gebunden 
sind, 

Das Verhalten der in unseren Versuchen gebildeten Fructose- 
arsenséuren rechtfertigt die Annahme, daB es sich um Verbindungen 
vom Typus der ecyclischen Polyolester Englunds handelt. Die auber- 
ordentlich starke Affinitaét zwischen Fructose und Arsenséure_ tritt 
in pragnanter Weise zutage, wenn man absolutalkoholische Lésungen 
beider Komponenten zusammenbringt: bei Anwendung von aqui- 
molaren Mengen oder FructoseiiberschuB wird die Arsensaiure in der 
Kalte nahezu momentan restlos gebunden. 


Beim Abkiihlen hinreichend konzentrierter Lésungen scheidet sich die 
Fructosearsensiureverbindung teilweise als amorpher, weiber Niederschlag 
ab. Absolut-alkoholische Lésungen von Natriumathyvlat, trockenem 
Ammoniak, Pyridin, Benzidin, Alkaloiden und anderen anorganischen und 
organischen Basen fallen alkoholunlésliche amorphe weiBbe Salze, die schon 
durch ihr flockiges oder pulveriges Aussehen von den meist kristallinischen 
freien Arsensauresalzen in der Regel leicht zu unterscheiden sind. Auch mit 
alkoholléslichen Salzen verschiedener Kationen (z. B. Ba, Zn, Cu, Ag) 
kénnen die entsprechenden Salze der Fructosearsensdure gefallt werden. 
Sehr anschaulich ist der Versuch mit alkoholischem Silbernitrat, durch 
den sich die restlose Veresterung der Arsenséure nachweisen laBt: an Stelle 
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des rostbraunen, rasch zu Boden sinkenden Silberarsenats fallt ein flock 
amorphes, rein weiBes Silbersalz aus, das sich bei Zusatz weniger Trop! 
Wasser zu der alkoholischen Suspension alsbald rosa, dann braunrot far! 
Suspensionen der freien Séure und der anderen Salze werden gleichfi 
durch kleine Wassermengen sehr rasch unter Auflésung bzw. Umwandli 
in (eventuell kristallinische) Arsenatniederschlige hydrolysiert. Mit ab 
lutem Alkohol und Ather gewaschen und _ iiber Phosphorpentoxyd 
Vakuum getrocknet, stellen die Fructosearsensaure und ihre Salze fei 
sehr hvgrosko} ische Pulver vor. die an der Luft rasch klebrig werden wu 
zertlieBen (Ag-Salz unter R6étung). Beim Auflésen in Wasser erfolgt 
wenigen Minuten Hydrolyse, die mit der freien Séure vollstandig ist, mit 
den Salzen in neutraler oder alkalischer L6sung bei demselben Gleichgewic};: 
stehen bleibt. das von den Komponenten aus in wasseriger Losung errei 
wird; Ansaiuern vervollstindigt die Hydrclyse. 

Ks gelang bisher nicht, die freie Saure oder ihre Salze aus irgendeine: 
der tblichen Lésungsmittel kristallisiert zu gewinnen Die Analysen ci 
amorphen Praparate [Bestimmungen der Fructose nach Bertrand, cd 
Arsens nach Ramberg-Sjéstrom (3) und des Kations| ergaben, dai di 
Zusammensetzung der Priiparate keine konstante ist und weitgehend \ 
dem molekularen Verhaltnis Fructose: Arsenséure bei der Darstellune 
abhangt (bet grobem FructoseiiberschuB naéhert sie sich mehr derjenig 
einer Difructose-Monoarsensdiure). Aus diesem Grunde wird auf Wieder 


gabe der Analysenresultate verzichtet. Es legen anscheinend nicht eu 
heitliche Substanzen vor, sondern Mischungen verschiedener Ester, vielleic! 
auch = Polyfructose-Polyarsensauren [vgl. die Pentaglykoldiarsensiu 
Englunds (i.e. L. 2, Dissertation)]. Aus Clyeerin und héherwertige: 


Alkoholen (Erythrit, Mannit) erhielt EKnglund mit Arsensiure gleichta! 
nur glasige. nicht einheitliche Reaktionsprodukte (wahrscheinlich Gemisch« 
Die Frage nach der Anzahl der bei der Veresterung der Fructose austretende! 
Wassermolekiile laBt sich auf Grund der Analysen nicht beantworten, doc} 
schemt es in Anbetracht des tibereinstimmenden chemischen Verhalter 
sehr wahrscheinlich, da®B es sich wie bei den Diolestern Englunds um eyeliseh: 
Esterbildungen unter Austritt von je 2 H,O pro Molekiil Frutcose handel! 
daneben ist auch die Bildung von Komplexséuren nicht ausgeschlosse: 
Die Ergebnisse von Titrationsversuchen sprechen unseres Erachten 
eher fiir esterartige Bindung als fir Komplexstruktur. Nach Englund sind 
die Arsensaurediolester mit Na-Athylat als einbasische Sauren (aut Pu 
titrierbar, waihrend freie Arsensaure auf px 4 einbasisch und aut pr 9 zwe 
basisch titriert werden kann. Fructosearsensaure kann nun, wenn auc! 
mit Schwierigkeiten, in absolutem Alkohol mit Na-Athylat gegen Phenol 
phthalein titriert werden. Bei sehr langsamer Titration unter Erwarme: 
und stindigem Anreiben des ausfallenden Niederschlags von Na-Fructo- 
arsenat erfolgt bleibende Rétung nach Verbrauch von annahernd einer 


Aquivalent Na-Athvlat pro Grammatom = As. Die Fructosearsensair 
(hergestellt bei [Fructose]: /Arsensiure ] Ll) verhalt sich demnach 
einbasische Saure. Ferner ist Arsensaure in wasseriger Losung bei Gege! 


wart von Fructose voll!standig als einbasische Siure (gegen Methyvlorang: 
aber nur teilweise als zweibasische Saéure (gegen Phenolphthalein) mut 
Natronlauge titrierbar. Der zweibasisch titrierbare Anteil nimmt mit 
steigender Fructosekonzentration ab (Tabelle I1). Berechnet man den b« 
der Neutralisation in Bindung tibergehenden Anteil der Arsensaéure au 
Grund der Abnahme des zweiten Sauredquivalents (also als einbasis 
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Tabelle LU. 


itration der Arsensaure bel Gegenwart von Fructose. 
2 Millimol H,AsO, in 10 cem Titrationsfliissigkeit. 





n NaOH n NaOH 
verbraucht in ecm : verbraucht in cem 
ructose- Gebundene | Fructose Gebundene 
zusatz gegen gegen Arsensdure zusatz gegen gegen Arsensiure 
Methyl- Phenol- Methyl- Phenol 
orange phthalein orange phthalein 
Millimol (Px 4) (Py etwa) ) Millimol (Pu= 4) (pr etwa9) 
0 2.00 4,00 0 4 2.00 3.66 17 
1 2.00 35.96 2 6 1.99 3.34 33 
2 1,99 3,90 5 5 2,00 3,07 46,5 
3 2.01 3.85 7,5 





titrierbare Estersaure), so gelangt man zu Werten. die annahernd mit den 
lirekten Analysenwerten fiir gebundene Arsenséiure unter gleichen Kon 
zentrationsverhaltnissen tUbereimstimmen. Die Lage des Gleichgewichts 
zwischen freier und gebundener Arsensaure (bel pH etwa 9) kann demnach 
durch alkalimetrische Titration beurteilt werden. Ahnliche Abnahmen 
des zweiten Séureaquivalents der Arsenséure in waésseriger Lésung findet 
man auch bei Zusatz von Clycerin oder anderen Polyolen, nicht aber von 
anderen Zuckern auber Fructose; letztere binden auch in absolutem Alkohol 
unter unseren Versuchsbedingungen keine meBbaren Mengen Arsensaure. 
\nzeichen einer spentanen chemischen Veresterung von Phosphorsdure mit 
Zuckern oder Polyolen in Wasser oder absolutem Alkohol konnten wir nicht 
beobachten. 

Die auffallende, auberordentlich starke Affinitat der Fructose 
zu Arsensdure, die auch in wasseriger Losung zutage tritt, diirfte von 
erheblichem chemischen und vielleicht auch biochemischen Interesse 
sein. Es sei an die katalytische Oxydation von Fructose, nicht aber 
von anderen Zuckern durch molekularen Sauerstoff in Gegenwart von 
Phosphat [Warburg und Yabusoe (4)] und von Arsenat [Jeyerhof und 
Matsuoka (5)] erinnert. Obgleich hierbei Zwischenverbindungen der 
Fructose mit Phosphor- oder Arsensdure direkt nicht nachgewiesen 
wurden, heben .Weyerhof und Matsuoka das Bestehen einer besonderen 
Affimitat zwischen Fructose und Phosphorsaure hervor. 

Euler und Nilsson (6) konnten durch kryoskopische und polarimetrische 
Messungen an Gemischen von Fructose (in gerngerem Mae auch Glucose) 
mit Phosphorsaure die Bildung von Komplexverbindungen wahrscheinlich 
machen. Die hierbei erfolgende Lockerung des molekularen Geftiges det 
Fructose diirfte fiir die katalytische Beschleunigung der Fructoseoxydation 
verantwortlich sein. 


In unseren Versuchen ist nunmehr eine labile Verbindung der 
Fructose mit Arsensaure erfaBt worden, deren wahrscheinliche evclische 
Struktur mit erhéhter Oxydabilitaét wohl vereinbar ware. 

In Anbetracht der immer wahrscheinlicher werdenden Rolle der 
Fructose als der bevorzugten Reaktionsform beim _ biologischen 
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Zuckerumsatz ist auch die Méglichkeit zu erwagen, daB das durch dir 
Ringbildung beim Zusammentritt mit Arsenat deformierte Fructose 
molekiil nicht nur der Autoxydation, sondern auch dem Angriff de 
Kermentkomplexes der Garung (und Glykolyse) leichter zuganglic| 
sein kénnte, als dasjenige der freien Fructose und daB dies der Grund 
fiir die Garungsstimulierung durch Arsenat sei. Ob bei den nach 
traglichen Umwandlungen des Zuckermolekiils eine Veresterung mit 
Phosphat erfolgen mu oder diese nach der in unseren vorangehenden 
Arbeiten (7:1) geéuBerten Vermutung durch die Bildung von ent 
sprechenden Arsensaureverbindungen ersetzt wird, mu} dahingestellt 
bleiben. An sich schlieBt die von den Zuckerphosphaten der Glykolys: 
abweichende Struktur der in unseren Versuchen erfaBbten Fructos 
arsensdureverbindungen keineswegs die Méglichkeit aus, daB bei de: 
Arsenatgérung auBerdem arsenhaltige Zwischenverbindungen vom 
Tvpus der Zymophosphate durchlaufen werden, die sich infolge un 
giinstiger Stabilitétsbedingungen dem Nachweis entziehen. 


Die Arsensiureesterhypothese ist aber aus anderen Griinden 
zur Zeit entbehrlich geworden. Diese Hypothese ist von uns aufgestellt 
worden, um dem Ausbleiben einer Aktivierung durch Arsenat bei 
jeder der Teilreaktionen des Newbergschen Garungsschemas gerecht 
zu werden; unserer damaligen logischen Folgerung eines Zucker 
abbaues auf dem Umweg tiber Hexosearsenate ist durch das Hinzutreten 
des von Embden (8) neu aufgestellten und dann von .Meyerhof (9) in 
Kinzelheiten ausgearbeiteten Schemas des Zuckerabbaues der Boden 
entzogen. Obgleich nicht als sicher erwiesen gelten kann, dab der 
einzige oder hauptsachliche Weg der Glykolyse gerade diesem Schema 
folgt, unterliegt es wohl keinem Zweifel, daB dieser Abbauweg fiir di 
Zelle gangbar ist. Sollte sich nun der Angriffspunkt der Arsenat- 
aktivierung in diesem oder jenem Zwischenglied der neuen Reak- 
tionsfolge nachweisen lassen, so ware unsere Arsensdureesterhvpothess 
iiberfliissig: Versuche von .Vilsson (10) tiber die Arsenataktivierung de1 
teduktion von Acetaldehyd in Garansatzen mit Hexosediphosphat 
Glucose und Fluorid enthalten vielleicht einen Hinweis auf einen 
solchen Angriffspunkt. 
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Untersuchungen auf dem Gebiet der Proteinstruktur. 


I. Mitteilung: 


Eine neue Methode zur Isolierung von Diketopiperazinen aus Protein- 
hydrolysaten. 


Von 
\. 1. Gawrilow und W. 8. Balabucha-Popzova. 
Aus dem Bach-Institut fiir Biochemie in Moskau.) 
(Lingegangen am 28. Mdrz 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn die Trennung der Aminosauren in Proteinhydrolysaten aut 
grobe Schwierigkeiten st6Bt, und sogar die vollkommenste von alle: 
Methoden, diejenige von Dakin, im Sinne einer lsolierung aller Amine 
siuren bei vielen EiweiBstoffen zu unbefriedigenden Resultaten fiihrt 
so gestaltet sich die Isolierung von Diketopiperazinen aus diesen Hydro 
lvsaten quantitativ und qualitativ noch viel schwieriger 

Die Methode von N. D. Zelinsky Extraktion mit L6ésungsmittel) 
(Kssigather, Amylalkohol usw.) fiihrt nicht zur quantitativen lsoherun, 
der Anhydride, und das aut Sregfrieds Untersuchungen fuBende Verftahre: 
von blanchetiere! gibt keine sicheren Resultate. denn in dem Filtrat cd 
Barrumcarbaminsalze bleibt neben den Anhydriden ein grober Teil de 
Prolins und Oxyprolins zuriick. Es muB auch betont werden, daB es nich 
klar ist. ob bet diesem Verfahren die Anhydride der Hexonbasen mit eine 
Aminogruppe in der Seitenkette lésliche oder unléshche Bariumearbamin 
salze liefern. 

In unserer Arbeit machen wir den Versuch, eme Trennung vol 
Aminosauren und Peptiden einerseits und von Anhydriden andererseits 
wu erzielen, indem wir die amphoteren Eigenschaften dieser und den 
elektroneutralen Charakter jener auswerten. Als amphotere Elektro 
lyvte miutssen sich die Aminosdiuren im elektrischen Felde je nach 
dem py der Lésung nach dem einen oder anderen Pel bewegen. Di 
elektroneutralen Anhydride werden dagegen, wenn von ihren tautomeren 
sauren Formen abgesehen wird, vom Strom nicht verschoben. 

Die Einwirkung des elektrischen Stromes auf Aminosauren wurd 
schon vor langem untersucht. Kiihling? wies eme Reihe von Abbau 
produkten bei der Elektrolyse von Glykokoll nach; er tand BH, O, CO, N. 
NH,,. Acetylendiamin und Ameisensiure, die sich sowohl primar als 
sekundar gebi'det hatten. Newberg? konnte die Bildung von Ammoniak 
und Aldehyden bei der Elektrolyse von wasserigen Lésungen von Amino 


| Blanchetiére. Bul. Soc. Chem. de France 12, LO], 1927. 2 Kiihling. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 2. 1639, 1905. 3 Neuberg, diese Zeitschi 


17, 269, 1909. 
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uren nachweisen. Bel geniigender Stromdichte werden Diketopiperazine ' 
if der Kathode reduziert und es entstehen unter gleichzeitiger Ring 
rengung Aminoaldehyde * 

Viele Autoren versuchten, durch geeignete Wahl der Kathode, An 
issung des pu der Losung und Anwendung von geringen Stromdichten, 
ne Methode zur Trennung von Aminoséuren durch Elektrolyse auszu 
heiten. So wurde von den japanischen Forschern /heta und Suzuki? eine 
lethode zur Trennung von Eiweibhydrolysaten in drei Gruppen von 
\minoséuren mittels Elektrolyse angegeben und patentiert. Ferner 
elang es Foster und Schmidt? aus Gelatine-. Casein-, Fibrin- und Blut- 

kérperchenhydrolysaten, die sich im mittleren Raum eimes Dreikammer- 
efaBes fiir Elektrolyse befanden und durch Membranen aus formalin 
gerbter auf Stoff aufgetragener Gelatine abgesperrt waren, in der Kathoden 
kammer bis 95 der Hexonbasen zu isolieren: dabei bewegten sich Arginin, 
Lvsin und Histidin bei pu 5.5 mit ungefahr gleicher Geschwindigkeit zu 


/ _ 


Kathode; bei pu 7.5 bleibt Histidin dagegen in dem mittleren Raum und es 
wewegen sich nur Arginin und Lysin. Nach einmaliger Elektrolyse enthalt 
die Kathodenfliissigkeit bis 20 nichtbasischen Stickstoff; nach Wieder- 


holung der Elektrolyse der Kathodenftlissigkeit wird sein Gehalt ganz 
inbedeutend. In einer spateren Arbeit untersuchten Foster und Schmedt® 
is Verhalten der iibrigen Aminosauren bei der Elektrolyse. Wenn man 
» isoelektrischen Punkte der verschiedenen Aminosauren (s. Tabelle I) 
n Betracht zieht, kann man vorhersagen, daf in eimer kiinstlichen 


‘ 


Mischung von Aminosauren die Dicarbonséuren durch den Strom = zur 
Anode transportiert werden, wahrend z. B. Tyrosin in der Mittelkammer 
bleibt und Histidin nach der Kathode wandert. 


Tabelle I. 





Isoelektr. Punkt 
Aminosaéuren 


Pu 
Leucin p 6.54 
Gigkokoll . ...... 6,59 
AN. 2.24 « oes, 6,72 
MARR 2k ee 8 1,01 Nach Michaelis 
Phenylalanin. . .. . 5,36 
Sr 541 
Asparaginsiure ue te 2.96 
Prolin °. ee 6.3 Nach M Cay und ~ hmidt 


Diese Annahme wurde durch die Versuche der Autoren bestatigt. 
So wurden bei der Elektrodialyse einer Mischung von Asparaginséure, 
Glutaminsaéure und Tyrosin die zwei ersten an der Anode (96 der ge 
nommenen Menge) wiedergefunden; Tyrosin war in dem mittleren Raum 
geblieben. Versuche mit anderen Mischungen fiihrten zu den gleichen 
Ergebnissen. Mit Prolin ausgefiihrte Versuche zeigten, daB bei pu 5,5 
Prolin kaum aus dem mittleren Raum transportiert wird. Bel pH 5,5 
kann also ein EiweiBhydrolysat in drei Gruppen zerlegt werden: die basischen 


1 Wrede, Bruch, Keil, Zeitschr. f. physiol. Chem. 200, 141, 1931. 


* Heimrod, ebenda 47. 338, 1914. > Theta u. Suzuki, United States. 
Patent. Nr. 15891. 1912. 4 Foster u. Schmidt. J. of biol. Chem. 56, 545, 


1923. — ° Dieselben, J. of Amer. Chem. Soc. 48, 1709, 1926. 
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Aminosauren bewegen sich zur Kathode, die Dicarbonséuren zur Anod 
diejenigen Aminoséuren, deren isoelektrischer Punkt (i. P.) nahe pu 5 bis 
liegt, bleiben im mittleren Raum. Cox, King und berg’ anderten die Metho: 
von Foster und Schmidt etwas ab, indem sie als Membran Pergamentpapi: 
anwandten und auf diese Weise die Elektroosmose stark unterdriickte: 
Durch genaues Regulieren des pu-Wertes im mittleren Raum des Gefal 
gelang es ihnen, aus einem Hydrolysat von roten Blutkérperchen erst eit 
Fraktion von Arginin und Lysin und daraut von Histidin zu isolieren. 

Nach Anderson® ist besonders der Charakter der Membrane zu_ by 
achten; die Membrane diitten erstens dem Durchtritt der Aminosaur: 
keinen groben Widerstand bieten, und zweitens dart keine bedeuten 
Endosmose stattfinden. Besonders schwer ist es. letztere Erscheinung 7 
beseitigen. Am besten eignen sich nach Anderson Membranen aus Bond 
papier; darauf folgen Pergamentpapier, gegerbte Gelatine und zulet 
Pergament, welches die Aminosauren nur langsam durchlaBbt. 

Ks ist also méglich, mit Hilfe der wenig umstandlichen Method 
der Elektrolyse, Aminoséiuren zu trennen und teilweise aus ihren Gi 
mischen zu isolieren. Unserer Erwartung gema® gelingt es, auch An 
hydride yon den Aminoséuren, auf Grund der Elektroneutralitat de: 
ersteren, durch Elektrolyse zu trennen. Durch Elektrolyse laBt sic! 
die Diketopiperazinfraktion aus EiweiBhydrolysaten isolieren. Durc! 
Schiitzen der Elektroden, Kinhalten von saurer Reaktion der Lésunge: 
(dic saure Reaktion der Loésung bei der Kathode wurde durch eines 
Kohlensaurestrom unterhalten), durch Absperren der Lésung von de1 
Elektroden durch Membranen aus Pergamentpapier, was zur Ab 
schwachung der Diffusionserschemungen fiihrt, konnten wir in den 
mittleren Raum eine Lésung von Anhydriden ohne Peptide und Amino 
siuren erhalten. AuBerdem lieB sich die Desaminierung der Amino 
siuren zu Ammoniak durch Anwendung von geeigneten Stromdichte: 
fast vollstandig unterdriicken. 

Ein geringer Teil der Anhydride wird wahrscheinlich durch Diffusio: 
in den Kathodenteil des Apparates verschleppt. Méglicherweise gehe 
auch die basischen Diketopiperazine mit Hexonbasen in der Seitenkett: 
zur Kathode iiber. Die erste Erscheinung (Diffusion) 1aBt sich durc} 
wiederholte Elektrolyse beseitigen; was die basischen Anhydride an 
betrifft, so wird ihre [solierung wahrscheinlich auf keine groBen Schwierig 
keiten stoBen. Als wir in stark sauren Lésungen unter Anwendung voi 
sduregeschiitzten Elektroden arbeiteten, konnten wir keine merklich: 
Abscheidung von Stickstoff auf der Anode wahrnehmen. 


Experimenteller Teil. 
1. Versuche diber Elektrolyse von Aminosdure, Dipeptid- und Diketopipe razin 
ldsungen. 
In einem Apparat zur Bestimmung der lIonenbeweglichkeit nacl 


Ostwald unterwarten wir n/10 Lésungen von Glykokoll, Glycylglycin und 


' Cox, King u. Berg, J. of biol. Chem. S1, 755, 1929. > Anderson, 
diese Zeitschr. 221, 284, 1930. 
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iketopiperazin der Elektrolyse. In jedes Geta des ersten Paares werden 
7.5 cem n/10 Glykokoll + n/10 Schweftelséure eingefiihrt und die Lésungen 
\ittels eines Syphons durch Einsaugen vereinigt. Im zweiten Paar werden 
1 gleicher Weise 17,5 cem n/l0 Anhydridlésung und n/10 Schwefelséure 
benutzt. Der Apparat wird mit einer Gleichstromquelle verbunden. 
Der Stickstoftfgehalt der L6sungen wurde vorher bestimmt. Der erste 
Versuch dauerte 2 Stunden, bei einer Stromstarke von 10 bis 15 Milliamp. 
und 70 bis 80 Volt (Elektronentliche 6,5c¢em). Nach Beendigung der 
Versuche wurde der Inhalt jedes GefaBes quantitativ verbrannt und sem 


I 


St ickstoffgehalt bestimint. 





n/10 Glykokoll n/lO HyeSO, n/10 Anhydrid n 10 HoSO, 
Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch Versuch Versuch 
Kathodenteil. . . . . 0,0123 ¢ N 0.0138 g N 0.0123 9 N 00,0123 ¢ N 
nodenteil . .. ; 0.0123 0.0110 0.0123 0,0123 


Dieser Versuch bestiitigte die bekannte Tatsache, dai in saurer 
Losung die Aminosiuren zur Kathode wandern, wahrend die elektro- 
neutralen Anhydride durch den Strom nicht in Bewegung gesetzt 
werden. 

Der nachste Versuch wurde unter den gleichen Bedingungen ausgefthrt, 
Strom 10 bis 15 Milliamp. bei 70 Volt: jedoch war die Zeitdauer langer 
6 Stunden). 





nj10 Glykokoll + n/1l0 Hyg SO, nj1l0 Anhydrid + n/10 Ho SO, 
Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch Versuch Versuch 
Kathodenteil . . ae 0.0123 ¢ N 0,0152¢ N 0,0123¢ N 0,0122 ¢N 
Anodenteil . . , 0.0123 0.0093 0.0123 0,0122 


In saurer Loésung ]aBt sich im Verhalten von Aminoséuren und 
Anhydriden gegen Stromeinwirkung ein scharfer Unterschied feststellen, 
wie es aus theoretischen Betrachtungen zu erwarten war. Man kann 
sich vorstellen, da die Enolform von Diketopiperazin als saure Form 
hei alkalischer Reaktion durch den elektrischen Strom zur Anode 
transportiert werden wird. 

Es wurde erst ein Versuch bei pr 8 angestellt; die n/l10 Lésungen 
von Glykokoll und Glvcinanhydrid wurden durch Elektrotitration aut 
pus gebracht. Eine solche Lésung bietet einen groBen Widerstand. Der 
Versuch wurde wahrend 6 Stunden bei 80 Volt und 2 bis 3 Milliamp. durch- 
getfiihrt. 





Glykokollosung Anhydridlisung 
Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch Versuch Versuch 
Kathodenteil. ... . 0.0239 ¢ N 0.0286¢N 0.0244aN 0.0245 ¢N 


Anodentell ..... 0,0239 0,0249 0.0244 0.0244 
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Wie zu erwarten war, laBt sich bei py 8 cine Bewegung d 
Glvkokolls (i. P.6,59) zur Anode feststellen: das Anhydrid _ bleil 
unbeweglich. 


In einem weiteren Versuch wurden die Lésungen von Glykokoll und 
Anhydrid auf py 11 eingestellt. Nach | Stunde hatte sich das pu der A: 
hydridlésung bis auf 10,27 verschoben. Der Versuch wurde wm diese Z« 
ausgefihrt. Der Strom war sehr schwach. es wurde 6 Stunden elektrolysiert 
Unter diesen Bedingungen lieB sich eine sehr geringe Anodenbewegun 
des Anhydrids wahrnehmen; Glykokoll bewegt sich deutlich zur Anod 





Glykokollésung Anhydridlésung 
Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch Versuch Versuch 
Kathodenteil. 2... . 0,0176¢N 0,0152 ¢N 0,9208 ¢ N 0,0207 & N 
Anodenteil ’ ; 0.0176 0.0197 0.0208 0.0212 


Die n/10 Lésung des Anhydrids wurde abermals auf py ll gebracht 
nach 2 Tagen war das pu aut 9,52 gesunken. Durch wiederholte Zugab: 
von Alkali konnte wegen der Hydrolyse des Anhydrids kein bestandiges » 
erreicht werden (vgl. Ludke und Abderhalden'). 

Unter wiederholtem Einstellen der Reaktion auf py 11 wurde ein Versuc! 
mit Glykokoll und Anhydrid ausgefiihrt (Dauer 6 Stunden, Stromstiark 


2,5 Milliamp.). 





Glykokollésung, Py 10,38 Anhydridlésung, py 10,06 

Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 

Versuch Versuch Versuch Versuch 
Kathodenteil. . . .. 0.0176 ¢N 0.0153 ¢ N 0.0213 ¢ N 0.0209 ¢ N 
Anodantell . . ... 0.0176 0,0194 0,0213 0,0224 


In diesem Falle laBt sich eine Bewegung von Anhydrid zur Anode fest 
stellen. Wahrscheinlich wird sie durch bedeutende Veranderungen des 
Anhydrids durch Alkali verursacht. 

Wenn die Elektrolyse sofort nach Einstellung des pu auf 11 aus 
gefiihrt wurde. lieB sich keine Bewegung des Anhydrids nachweisen. De1 
Strom wurde ununterbrochen wahrend 22 Stunden durch die L6sungen 
geleitet. 





Lisung von Glykokoll, py 11 Anhydridlésung, py 1 
Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch Versuch Versuch 


Kathodenteil. . . . . 0,0217gN  0,0207¢N 0,0248¢N | 0,0248¢N 
Anodenteil ..... 0,0217 0,0229 0,0248 0,0249 


Es wurde endlich ein Versuch bei neutraler Reaktion mit einem neu 
tralen Elektrolyten (n/10 Na,SO,) in der Lésung ausgefiihrt. Zeitdauet 


6 Stunden, Strom 7,5 Milliamp. 


' Ludke u. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 100, 1924: 
Haas, ebenda 151, 120, 1926. 
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Lisung von Glykokoll und Lisung von Anhydrid und 
n/10 Nay SO, nj/1l0 Nay SO, 
Vor dem Nach dem Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch Versuch Versuch 
Kathodenteil. . . .. 0,0242 ¢ N 0,0227 ¢ N 0,0244 ¢ N 0,0251 g N 
\nodenteil ek et 0,0242 0,0259 0,0244 0,0239 


Das Dipeptid besitzt ebenso wie die Aminosdiure amphotere Kigen- 
schaften und muB daher in saurer Lésung zur Kathode  transportiert 
werden. Unsere Versuche bestiatigten diese Annahme. 


n/1L0 Glyeylglyein + n/l10 H,SO,4. Im ersten Versuch wurde wahrend 
7 Stunden ein Strom von 2 bis 2,5 Milliamp. und 120 Volt durchgelassen ; 
darauf wurde noch 
{ Stunden bei 15 Milli- 


, . 1. Versuch. 
amp. und 110 Volt weiter- 





gearbeitet. Lésung von Glyeylglyein + H,SQ,. 
Alle ausgefithrten Vor dem Nach dem 
Versuche geben ein ein- Versuch Versuch 
deutiges Bild vom Ver- 
: . + Kathodenteil . . . . | 0,0250gN 0,0294 ¢ N 
i ene Te Se ‘ce ~ ae 
halteneiner Aminoséure, ydenteil | 00259 0,0175 


ihres  Anhydrids — und 

Dipeptids im elektri- aie 
‘ Held hej 2. Versuch. 

schen Felde bei ver- aad 

Strom 15 Milliamp. und 110 Volt, 


schiedenen px- Werten Zeitdauer 6 Stunden. 


der Lésung. Man kann ; . : 
: 6 = te ‘ Lésung von Glycylglycin + n/10 H,SOy,. 
auf Grund dieses Ver- 








haltens die Aminosauren Vor dem Nach dem 

A . Versuch Versuch 
von den Anhydriden in seems 
de ‘drolysaten dure ; ; ‘i o eee 
len Hydrolysaten durch x athodenteil . . . . | 0,0250gN  0,0807gN 
Elektrolyse trennen. Anodenteil. . . . .  0,0250 0,0167 


II. Elektrophorese von HBiweiBhydrolysaten. 


1. Versuch. Wir gebrauchten fiir unsere Untersuchungen ein Auto- 
klavenhydrolysat aus Gelatine (nach der Methode von NV. D. Zelinsky), das 
folgenderweise dargestellt war: eine 20° ige Lésung von Gelatine in 
2°. Schwefelséure wurde im Autoklaven bei 10 Atm. Druck bis zum 
negativen Ausfall der Biuretreaktion hydrolysiert. Das Hydrolysat enthaélt 
reichlich Anhydride. Durch Dialyse kann ein solches Gelatinehydrolysat 
nicht in Aminoséuren und Anhydride aufgeteilt werden. Die Molekiile 
des Anhydrids sind nicht grof genug und treten ebenso wie die Aminoséuren 
durch die Membran in die AuBenlésung. so daB nach Beendigung der Dialyse 
die Lésung weder Ninhydrin noch Anhydridreaktion zeigt. So erhielten 
wir nach Dialysieren eines Autoklavenhydrolysats von Gelatine (Stickstoff- 
gehalt 14,63 °,,) durch einen Kollodiumsack, wobei so lange dialysiert wurde, 
bis das abflieBende Wasser fast farblos war, eine Lésung mit einem Gehalt 
von 1,23°, des anfanglichen Gesamtstickstoffs. 98,29°, vom Gesamt- 
stickstoff waren in dem Dialysierungswasser enthalten. 


Biochemische Zeitschrift Band 271. 20 
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Die Elektrophorese wurde im ersten Versuch nach folgendem Scher 
ausgefiihrt: Es wurde aus drei Réhren mit verschiedenem Duichmess 
ein Dreikammergeta zusammengestellt. Die stark verjiingten Enden d 
zwei inneren Ré6hren waren mit Membranen tiberzogen. Das aubere bre 
tohr (aus emer Reagenstlasche mit abgeschnittenem Boden dargeste!l! 
wurde von unten mit einem Kautschukpfropten, durch welchen zwei n 
Quecksilber getillte Glasrohre (s. Abb. 1) gezogen waren, verschlosse1 
Die Réhren werden eine tiber der anderen aufgehangt, so dai der gan; 
Apparat in jedem beliebigen Augenblick auseinandergenommen werden kam 

In den mittleren Teil wird ein bestimmtes Volum 

des Hydrolysats eingebracht. Die -\node ist au 
a Platinblech, als Kathode ftungiert Quecksilber 
Bei dem ersten Versuch wurde noch eine Nebe 
kette eingerichtet. 


«ee vIIT, 
4 PY 


filtrierten und auf ein bestimmtes Volumen aut 
gefiillten Autoklavenhydrolysats, das 5g Gelatin 
entsprach, verwendet. Der Stickstoffgehalt dieser 
Lésung entsprach 14,16‘ (auf Gelatine gt 
rechnet). Die Elektrolyse wurde 50 Stunden lang 
fortgesetzt ; dabei wurden die GefaBe zur Nacht 
auseinandergenommen, um eine unniitze Diffusio: 
zu vermeiden. Stromstarke 150 bis 160 Millamp 





Abb. 1 


In den Kathoden- und der Anodenraum wurde anfanglich n/1l0 H,SO, 
gegeben. Nachdem alle Saure von der Kathode verschwunden war, wurcd 
durch das WKathodengefai ununterbrochen ein Kohlensaurestrom durch 
geleitet, um die Lésung anzuséuern und mégliche Verluste von Ammoniak 
zu verhiiten. Der Strom wurde solange angelegt, bis die Lésung im 
mittleren GefaiB keine Ninhydrinreaktion mehr zeigte. Die Anhydrid 
reaktion ist nach Beendigung der Elektrophorese deutlich zu erkennen: 
aber auch der Kathodenteil gibt eine positive Anh ydridreaktion (Pikrinséure). 
Wir vermuteten, dafi das zur Kathode gewanderte Ammoniak mit dem 
Quecksilber Amalgam bilden und durch das mit Quecksilber gefiillte Roh: 
in den Nebenteil des GefaéBes (11) gelangen wiirde. Augenscheinlich wird 
das gebildete Amalgam augenblicklich zerlegt und das Ammoniak bleibt 
in der Lésung des Kathodenteils, wo es bei der Analyse nachgewiesen 
wurde. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde der Stickstoffgehalt 
des Anodenteils nach Kjeldahl bestimmt. Die Lésung aus dem mittleren Te! 
wurde in einem MeBkolben auf ihr Anfangsvolumen gebracht und in aliquoten 
Teilen dieser Lésung der Gesamt-, Amino- und Ammoniakstickstoff be- 
stimmt. Die Kathodenflussigkeit (der Hauptkette) wurde vom grauen 
Niederschlag auf der Oberfliche des Quecksilbers abfiltriert. der Niedet 
schlag auf einem aschefreien Filter gesammelt und mit Wasser gewaschen 
Das Filtrat und die Waschwasser wurden vereinigt angeséuert und im 
Vakuum etwas eingeengt, darauf wurde die Lésung in einen MeBkolben 
iibergefiihrt: und auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Der Niederschlay 
der Quecksilberverbindungen auf dem Filter wurde nach Kjeldahl aut 
Stickstoff untersucht; Stickstoff lieB sich jedoch nicht nachweisen. Ein 
Teil des urspriinglichen Hydrolysats, sowie Proben aus dem mittleren und 
dem Kathodenteil der Lésung nach Elektrophorese wurden mit 20° ige! 
Schwefelséure wahrend 12 Stunden am _ RiickfluB erhitzt. Die Be 
stimmungen von Ammoniak und Aminostickstoff wurden darauf wiederholt. 


Zur Elektrophorese wurden l00cem eines 
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Die Resultate sind in Tabelle If zusammengestellt. 


Tabelle Il 
labelle : 








Stickstoffgehalt N-Verteilung im mittleren Teil 
in des Gesamt-N und in dem Kathodenraum 
im urspriinglichen in ¢ zum Gesamt-N 
Hydrolysat dieser Lésungen 
yA e @ 4 a 
tlt eSes! oh) S |\teSen| 3% 27 
é 2 fx & fx Ef 
g Biae §& “= os 
Autoklavenhydrolysat von 
Gelatine .. . eee 100 24,15 8,26 
Dasselbe nach 12 Std. Hydro- 
lyse mit 20°, HySO,. . L00 75,92 9,66 
Anodenlésung ...... 0,52 - 
Losung a. d. mittleren Teil 27,12 0,85 100 3.13 - 96,87 
Dieselbe nach 12 Std. Hydro- 
lyse mit 20% H,SO,. . | 27,12 16,10 109) = 59.37 _ 40.63 
Kathodenldsung .... . | 62,71 22.84 6,71.100 36,42 10.69 47,11 
Dieselbe nach 12 Std. Hydro- 
lyse mit 20% H,SO,. . | 62,71 44.91 6,14 100 71.61 9,80 18,59 


Es folgt aus dem Versuch, dab im mittleren Teil 27,12°,, N ver 
bleiben und dal} 96,87°, von diesem Stickstoff gebunden sind: die 
Menge des freien Aminostickstoffs ist nur gering. Nach der Hydrolyse 
wachst die Menge des freien Aminostickstoffs stark an. Im Kathoden- 
teil sammeln sich Amimoniak, Aminosiiuren, Dipeptide und ein Tei! der 
Anhydride (positive Anhydridreaktion, SchluBfolgerungen auf Grund 
der Analyse). Wahrscheinlich haben die zur 
Kathode gewanderten Anhydride basischen 4 
Charakter; es ist aber auch méglich, dab 
sie durch Diffusion dahin gebracht wurden 


2. Versuch. Da es nicht gelungen war, 
das Ammoniak aus dem Apparat durch die 
Seitenvorrichtung zu entfernen, wurde weiter- 
hin mit einer vereinfachten Apparatur § ge- 
arbeitet (s. Abb. 2). Zur Elektrophorese 
wurde ein Gelatinehydrolysat mit 13,97° 
Stickstoff, entsprechend 10g Gelatine, ge- 
nommen. 

Die Elektrophorese dauerte 42 Stun- Abb. 2 
den (Stromstarke 150 bis 170 Milliamp.), 
bis die Ninhydrinreaktion der Lésung im Mittelraum verschwunden war 
Der Stickstoffgehalt des Anodenteils wurde nach Aijeldahl bestimmt. 
Nach Auffiillen auf ein bestimmtes Volumen wurden in der L6ésung aus 
dem Mittelraum der Gesamt-, der Amino- und Ammoniakstickstoff be- 
stimmt. Die Lésung aus dem Kathodenteil wurde im Vakuum etwas ein 
geengt, auf ein bestimmtes Volumen gebracht und auf die verschiedenen 








Stickstofformen untersucht. Proben aus dem mittleren Teil und von der 
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Kathodenlésung wurden mit 20 °,iger HCl wahrend 30 Stunden am Riickth 
erhitzt. Dabei bildete sich im Hydrolysat aus dem mittleren Teil ¢ 
merklicher, dunkler Huminniederschlag. Er wurde abfiltriert, gewaschen u 
nach Kjeldahl verbrannt (er enthielt keinen Stickstoff). Auch im Hydr 
lysat aus dem Kathodenteil bildet sich ein wenig Niederschlag vo 
gleichem Aussehen; er erwies sich ebenso als stickstoffrei. 

Nach der Hydrolyse ist die Anhydridreaktion der Lésung aus de: 
mittleren Teil sehr schwach, im Kathodenteil ist sie negativ. Der Sal: 
saureiiberschuB wurde teilweise durch wiederholtes Einengen mit Wasser 
im Vakuum entfernt und, nach Auffiillen auf ein bestimmtes Volume 
Proben zur Bestimmung von Gesamtstickstoff, Ammoniak, Hexonbase: 
und Monoaminostickstoff entnommen. Erst wurde Ammoniak nach Lony 
abdestilliert (statt MgO wurde Na,(O, gebraucht), der im Kolben vet 
bleibende Riickstand wurde mit Schwefelséure angesaéuert und die Hexo: 
basen mit Phosphorwolframséure ausgefallt. Der gebildete Niederschlay 
wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und nach Ajeldahl N, bestimmt 
Die Schwefelséure im Filtrat des Phosphorwolframsaureniederschlags wurd; 
durch Baryt niedergeschlagen und abfiltriert, der Uberschu8 an Ba(OH), 
wiederum durch Schwefelséure entfernt und die nochmals filtrierte L6ésung 
im Vakuum eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Darau 
wurde in der Losung der Monoaminostickstoff nach Sérensen ermittelt 


In Tabelle III sind die erhaltenen Werte wiedergegeben. 
het or) 


Tabelle III. 





Verteilung der Stickstofformen 
im mittleren und Kathodenteil 
in 95 vom Gesamt-N 
dieser Lisungen 


Stickstoffgehalt 
in °/) des Gesamt-N 
im anfainglichen Hydrolysat 





= | 4 4 & = 
f Big is an oe 
: el alg 26 ae 
<3 El kis E x 6 
a |e a fo < 
Autoklavenhydro- 
lysat von Gelatine 100 21,62 8,09 —_- — — 
Anodenlosung. . . 0,69 ~ —- —- - 
Losung d. Mittel- 
raums 30,06 2,38 0,21 - 100 7,92. 0,71 91,37 
Dieselbe nach 
Hydrolyse mit 
20%, HCL . . . 29,385 26,06 0,80 0,62 100 88,79 2,68 2,08 - 
(o. Hexon- 
basen) 
Kathodenlésung. . 64,92 19,76 7,88 -- | 100 30,44 12138 — = 57,43 


Dieselbe nach 
Hydrolyse mit 
20% HCl ... 64,18 49,03 845 6,86 100 75,69 13,04 10,58) — 
(o. Hexon- 
basen) 


In diesem Versuch ist die Verteilung des Stickstoffs nach der 
Elektrophorese annahernd die gleiche, wie in den vorigen: im mittleren 
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reil des GefaBes bleiben 30°, vom Gesamtstickstoff der anfanglichen 
Losung; dabei fallen 91,37°,, von diesem Wert auf gebundenen Amino- 
stickstoff. Nach der Hydrolyse mit Salzsiure wachst der freie Amino- 
tickstotf auf 90,87 °,,,an (die Hexonbasen inbegriffen). Es bleiben also 
im mittleren Raum fast nur Anhydride, die durch etwas Aminosiuren, 
welche nicht zur Kathode gewandert waren, verunreinigt sind. Der noch 
durch Phosphorwolframsaure aus dem mittleren Teil gefallte Hexonbasen- 
vchalt ist nur gering (0,62°, vom Gesamt-N). Im Kathodenteil waren, 
wie im ersten Versuch, Ammoniak, Aminosiuren, Dipeptide und ein 
Teil der Anhydride vorhanden. In diesem Teil waren nach der Hydro- 
lyse 7°, Stickstoff aus Hexonbasen (auf den N-Gehalt der urspriing- 
lichen Lésung berechnet) enthalten. 

Die Ergebnisse eines weiteren aus Griinden der Raumersparnis nicht 
mitgeteilten Versuchs (Dauer 75 Stunden) stimmen mit denjenigen 
der zwei ersten tiberein. Im mittleren Teil bleibt nur eine unbedeutende 
Menge freien Aminostickstoffs; in den Kathodenteil gehen auBer 
Ammoniak, Aminosiiuren und Dipeptiden auch  teilweise Anhydride 
iiber. Diese Erscheinung kann durch Diffusion verursacht werden, 
oder es kénnen Anhydride basischen Charakters sein, die sich zur 
Kathode begeben. Es ist denkbar, dafs beide Ursachen dafiir ver- 
antwortlich zu machen sind. Um die Rolle der Diffusion festzustellen, 
wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem die Elektrophorese des 
Kathodenteils wiederholt wurde. Falls, daB die Anhydride zur Kathode 
durch Diffusion gelangt waren, miBten sie jetzt bei wiederholter 
Klektrophorese gréBtenteils im mittleren Raum verbleiben. 

Es wurde ein Hydrolysat. das 10 g Gelatine entsprach, fiir den Versuch 
bereitet (14,20°,, Gesamtstickstoff). Das erste Mal dauerte die Elektro- 
phorese 50 Stunden. Der Anodenteil der Lésung wurde darauf abgegossen 
und nach Kjeldahl verbrannt; die Lésung des Mittelteils wurde auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht und auf Amino- und Gesamtstickstoff 
untersucht. Aus dem Kathodenteil der Lésung wurde erst das Ammoniak 
nach Longi ausgetrieben (6,65°,, vom Gesamt-N der anfanglichen Lésung). 
Die Destillation wurde mit Bariumhydroxyd ausgefiihrt; die zuriick- 
bleibende Lésung wurde mit Schwefelsiure vom Baryt befreit, filtriert 
und auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. Ein Teil dieser L6sung wurde 
fiir die verschiedenen Stickstoffanalysen verbraucht (dabei wurde etwas 
nach der Destillation zuriickgebliebenes Ammoniak gefunden), der gréBere 
test wurde wieder in das ElektrolysengefaéB gebracht und zum zweitenmal 
wihrend 48 Stunden elektrolysiert (s. Tabelle IV). 

Unsere Vermutungen wurden durch die zweimalige Wiederholung 
der Elektrophorese bestatigt. Ein gewisser Teil (8,80°,) des im ersten 
Versuch diffundierten Stickstoffs blieb bei Wiederholung der Elektrolyse 
im mittleren Raum zuriick; der andere wurde wieder zur Kathode 
transportiert. Er enthielt basische Anhydride, was durch eine deutlich 
positive Anhydridreaktion der Kathodenlésung wahrscheinlich gemacht 
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Tabelle IV. 
l. Elektrophorese. 





N-Gehalt Verteilung der N-Forme: 
é " im mittleren Teil und ir 
Kathodenteil in °/g vom 
Gesamt-N dieser Loésungé 


in °/, vom Gesamt-N 
des Hydrolysats 





% A 2|, 
 aFEeE 
Autoklavenhydrolysat von 
Galatine, ... 4. %-. « «1 28 29,22 8.87 ~ 
Anodenlésung ....... 1,03 — . : 
Mittelldsung . . ir, . | 25,63 2.46 ri 100 9,60 
Kathodenl6sung ; . . | 65,14 30,35 2.39 100 46,59 3,68 


2. Wiederholung der Elektrophorese der Kathodenlésung. 





Verteilung der N-Formen 
in 9/9 vom Gesamt-N 
im mittleren 
und im Kathodenteil 


Stickstoffgehalt 
in %/9 vom Gesamt-N 
der Kathodenlésung I. 





> . m =< “ 
~ |%.8.5 Z “ Ly 
E a = Ez 
s e Ss — 
£ = o a= 
Kathodenlosung des vorigen 
Versuchs . . spose oie ol ae 46,59 3,68 - _- —_ 
Mittelldsung . . ... . . i 8,80 . — 
Kathodenlosung . .... . 91,46 45,59 3,68 100 49.85 4,02 


wird. Wir stehen also vor der Aufgabe, die Natur der basischen, zw 
Kathode wandernden Anhydride aufzuklaren. 

Endlich versuchten wir, die Zeitdauer der Elektrolyse durch An- 
wendung von gréBeren Stromstarken zu verkiirzen. Dies gelang uns 
(die Elektrophorese wurde von 50 auf 16 Stunden verkiirzt), aber 
die von uns angewandte Stromdichte war zu groB und fiihrte zu eine: 
Erhéhung des Ammoniakgehaltes nach der Elektrolyse, was auf cine ge- 
ringe Desaminierung schlieBen laBt, denn in fritheren Versuchen wurde 
diese Erscheinung nicht festgestellt. 

Nach der Autoklavenhydrolyse wurde das Gelatinehydrolysat vom 
Ammoniak durch Destillation mit Baryt befreit, mit Schwefelséure an- 
geséuert, von Bariumsulfat abfiltriert, und das Filtrat mitsamt dem Wasch- 
wasser auf ein bestimmtes Volumen gebracht; nach Bestimmung von 
Gesamt-, Amino- und Ammoniakstickstoff wurde ein Teil des Hydrolysats, 
entsprechend 10 g Gelatine, zur Elektrophorese genommen. Die Elektro- 
phorese wurde 16 Stunden lang bis zum Verschwinden der Ninhydrin- 
reaktion des mittleren Raumes fortgesetzt. Die Stromstarke war erst 
0,5 Amp., nach einiger Zeit fiel sie auf 0,35 Amp. Spannung 110 Volt. 
Die Resultate sind in Tabelle V enthalten. 
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Tabelle V. 





Verteilung der N-Formen 
im mittleren und im 
Kathodenteil in ‘ vom 
Gesamt-N dieser Losungen 


Stickstotfgehalt 
in ¢ des Gesamt-N des 
anfanglichen Hydrolysats 





4 Z = 
= hes = S 
. f = 
\utoklavenhydrolysat ohne 
Ammoniak . . Paes L00 27,14 0.94 
Anodenlésung ...... .j| 2,16 
Lisung des Mittelraums . || 23,15 
Kathodenlosung 79,34 24,16 3,72 100 30,45 5.94 


Bei dieser Stromstarke bleibt im mittleren Raum iiberhaupt kein 
Aminostickstoff itbrig. Allein die Anhiufung von Ammoniak unter 
diesen Bedingungen deutet darauf hin, daB wir vor der Aufgabe 
stehen, die optimalen Verhaltnisse der Elektrolyse, die bei kurzer 
Arbeitsdauer zu keinen Desaminierungsreaktionen AnlaB geben, zu 
untersuchen.  Diesbeziigliche Versuche sind im Gange, und wir be- 
absichtigen, das von uns vorgeschlagene Verfahren weiter auszuarbeiten. 


Vorliufige SchluBfolgerungen. 
1. Es ist méglich, durch Elektrophorese von EiweiBhydrolysaten 
die Diketopiperazinfraktion zu isolieren. 
2. Ein Teil der Anhydride basischen Charakters geht zur 
Kathode iiber. 











Nachweis und Bestimmung der Brenztraubensiure, des Methy!- 
glyoxals, der Triosen und der aliphatischen Aldehyde in stark 
verdiinnten Lésungen mit Hilfe einer charakteristischen Farl- 
reaktion mit a-Methylindol und Salzsiure. 
Von 


Zacharias Disehe und Seymour 8. Robbins. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1934.) 


Granstrém* hat im Jahre 1909 verschiedene Farbreaktionen be 
schrieben, die Aldehyde und die Brenztraubensaéure mit «-Methylindo| 
in salzsaurer Lésung zeigen: er arbeitete mit ziemlich konzentrierten 
Losungen. Es schien aussichtsreich, zu priifen, ob man mit Hilfe diese: 
teaktion einige Substanzen von biochemischem Interesse, vor allem 
die Brenztraubensiure und das Methylglyoxal, auch in sehr groBen 
Verdiinnungen nachweisen kénnte. Wir besaBen bisher keine Farb 
reaktion fiir die Brenztraubensdure, die diesen Korper bei sehr schwache: 
Konzentration nachzuweisen gestattete. Die Reaktion von Simon? 
fiihrt zu keinem Resultat, wenn die Verdiinnung starker als 1 : 5000 ist 
Barrenscheen und Dreguss® haben vor einiger Zeit mehrere Farb- 
reaktionen des Methylglyoxals niiher untersucht, aber keine von diesen 
als fiir den Zweck des Mikronachweises und -bestimmung als brauchba: 
befunden. Nun haben zwar Barrenscheen und Dreguss die Methode 
von Neuberg* zum Nachweis und zur Bestimmung des Methylglyoxals 
durch Fallung als Bis-2,4-Dinitrophenylhydrazon zu einem Mikro 
verfahren fiir die Bestimmung des Methylglyoxals ausgestaltet und 
geben an, daB das Methylglyoxal auf diese Weise noch bei einer Ver- 
diinnung von |: 2 Millionen sicher nachgewiesen werden kann: Case° 
hat die Fallung mit demselben Reagens zur Mikrobestimmung der Brenz 
traubensiure verwendet und gibt an, daB noch 0,2 mg Brenztrauben 
siure in einer Verdiinnung von 1: LOQOOO auf diese Weise sicher be 
stimmt werden kann. Indessen schien es uns, da} eine einfach aus- 
zufiihrende, sehr empfindliche und charakteristische Farbreaktion fii 
den Nachweis und die Bestimmung dieser Karper in biochemischem 
Material infolge ihrer geringeren Umstandlichkeit neben den anderen 
Methoden gute Dienste leisten kénnte. 


' Granstrém, Beitr. z. chem. Phys. u. Path. 11, 132, 1909. — * Simon. 
Bull. de la Soe. chim. 19, 294, 1898; Simon u. Piawx, Bull. de la Soe. chim 
biol. 6, 477, 1924. 3 Barrenscheen u. Drequss, B. 2, 233, 296, 1931. 


4 Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; B. 63, 1987, 1929. 
5 Case, Biochem. J. 26, 753, 1932. 
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Unsere Versuche zeigten, daB sowohl Methylglyoxal als Brenz- 
raubensaure als auch verschiedene aliphatische Aldehyde selbst in seht 
roBer Verdinnung mit x-Methyvlindol und Salzsdéure charakteristische 
Marbreaktionen bzw. Niederschlage liefern. wenn man gewisse Be- 
lingungen in bezug auf die Konzentration der Salzsiure, die Tem- 
eratur und die Dauer des Versuchs einhalt. Bei Beobachtung gewisser 
Umstinde sind diese Farbreaktionen bei biochemischem Material 


usreichend spezifisch. 
Ausfiihrung der Reaktion. 


Nach zahlreichen Vorversuchen zeigte es sich, daB die Reaktion am 
vinstigsten verlautt, wenn die Konzentration der Saure 2 bis 2.5 n ist und 
die Konzentration des «-Methylindols im Reaktionsgemenge 0.01 bis 0,02 
betragt. (Wir benutzten das von der Firma Th. Schuchardt in den Handel 
gebrachte Praparat. das zweckmiabig in einem evakuierten Exsikkaton 
aufbewahrt wird.) Demgemab fiihtt man die Reaktion so aus, das man 
zu 4eem der zu untersuchenden Lésung | cem konzentrierter Salzsdure, 
spez. Gew. 1.19, und dann 'ycem einer O,1- oder 0.2° igen alkoholischen 
z-Methylindollésung, die Jeden Tag trisch bereitet werden mu, hinzufiigt. 
Fiir den Nachweis des Methylglyoxals laBt man dann das Reaktionsgemeng 
2 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Die Losungen von Meth ylglyoxal 
zeigen dann eine rotviolette Farbe. Der Farbstoff laBt sich mit Chloroform 
ausschiitteln. Die Reaktion ist noch deutlich bei einer Konzentration des 
Methylglyoxals von 1: 107. Auch das Glyoxal (dargestellt durch Oxydation 
von Paraldehyd mit Salpeterséiure) zeigt eine ahnliche Farbung bei groBer 
Verdiinnung. Bei konzentrierteren L6sungen (etwa 0,001 °.) ist die Farbe 
braunrot, bei noch gréBerer Konzentration tritt gleichzeitig eine Triibung 
auf. Die Proben diirfen nicht langer als 2'/, Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen, da sonst auch die Leerprobe eine schwache Rottarbung zeigt. Fiir 
den Nachweis der Brenztraubensiéiure ist es giinstiger, die Reaktion nicht 
bei Zimmertemperatur, sondern im Eisschrank bei etwa 4° C stattfinden zu 
lassen und eine 0,2°,ige Lésung des 4-Methylindols zu verwenden. Nach 
20 bis 24 Stunden zeigt die Brenztraubensaiure noch bei eer Konzentration 
von 0.0001 °,, eine sehr deutliche Rosafarbung, die von der rotvioletten 
Farbung der Methylglyoxallésungen gut zu unterscheiden ist. (Als Brenz 
traubensiurepraparat benutzten wir das Natriumpyrouvicum puriss. von 
Schuchardt.) 

Formaldehyd, Acetaldehyd (JJerck-Pro analysi), Aldol (Schuchardt), 
Acrolein und Oenanthol (Aahlbawm) zeigten bei beiden Formen der Aus 
fihrung der Reaktion schon bei einer Konzentration von 0.0003 °,, eine 
deutliche weiBliche Triibung. Die aromatischen Aldehyde (Benzaldehyd, 
Salicyvlaldehyd, Zimtaldehyd, Indolaldehyd) zeigten gelbe bis orangen- 
farbene Triibungen. Eine Triibung und gleichzeitig eine Rosafairbung 
zeigen auch Lésungen von Brenztraubensaure, aber erst bel emer Kon- 
zentration von 0,05 

Spe zifitat der Reaktion. 


Die Zucker zeigen selbst in 1°,iger Lésung keinerlei Farbung. (Wir 
untersuchten Glucose, Fructose, Arabinose, Xyvlose, Fructose-di- und -mono- 
phosphorsdéureester, Glucoson.) Ferner zeigten Ameisensaure, Essigsiure, 
Oxalsiiure, Bernsteinséure, Fumarsiure, Apfelsaure, Citronensaure, Milch- 


20) * 
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siure, Tyrosin, Tryptophan, Alanin, Glykokoll, Leucin, Glutarséure 
Acetessigsdure, Harnstotf, Aceton, Glycerin in 1°, iger, harnsaures N; 
und (Glycerinsaure (Schuchardt) in 0,1°,iger Lésung keinerlei Farbung 
Davegen liefern Glycerinaldehyvd (Kahlhaum), Dioxyvaceton (dure} 
Hochvakuumdestillation aus Oxantin gewonnenes Praparat) und da 
Acetol eine ahnliche Reaktion wie das Methy Iglyoxal, nur ist die Reaktions 
fahigkeit dieser Substanzen bel weitem geringer. So zeigt eine trisch bereitet: 
Lésung von Glycerinaldehyd eine etwa 1000mal. von Dioxyaceton etwa 
200mal, von Acetol etwa 500mal schwachere Farbe als gleichkonzentriert: 
Losungen von Methylglyoxal. Dies gilt fiir die Ausfiithrung der Reaktior 
bei Zimmertemperatur. Bei 4° reagiert der Glycerinaldehyd in 0,1 ° ,iget 
Lésuny iiberhaupt nicht. Offenbar hangt die Reaktionsfahigkeit der Triose1 
damit zusammen, daB sie durch die bei der Reaktion verwendete Salzsaure 
langsam bei Zimmertemperatur in Methylglyvoxal tiberfiihrt werden. 

Aus dem bisher Gesagten ergibt sich, dai die rotviolette Farbung 
bei der Methyvlindolreaktion fiir das Methylglvoxal nicht vollkommen 
spezifisch ist, da von den von uns untersuchten Substanzen die Triosen 
und das Acetol, wenn auch erst in sehr viel gr6Beren Konzentrationen. 
dieselbe Farbe zeigten, wie das Methylglyoxal. Weitere Versuche 
ergaben aber ein sehr einfaches Verfahren, um diese Kérper mit Hilfe 
der z-Methylreaktion nebeneinander nachzuweisen und jede Ver- 
wechslung untereinander zu vermeiden. 


Unterscheidung des Methylqlyoxals von den Triosen und dem Acetol mit 
Hilfe der 2-Methylindolreaktion. 

Die Reaktionsfahigkeit unserer Farbreaktion erleidet bei jedem 
dieser Kérper eine dem Sinn und AusmaB nach verschiedene Anderung. 
wenn man die Lésung des betreffenden Kérpers zunachst a) alkalisch 
macht und 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen laBt oder b) sauer 
macht und 15 Minuten in siedendem Wasserbad erhitzt und dann erst 
die Farbreaktion in iiblicher Form ansetzt. Dabei soll die Lésung in 
bezug auf das Alkali bzw. Saure n 10 sein. Im Falle a) verschwindet 
die Reaktionsfaihigkeit des Methvlglvoxals vollkommen, dagegen weist 
das Acetol eine Steigerung der Farbintensitat auf das 50fache. das 
Glycerinaldehyd auf das Siebenfache, das Dioxvaceton auf das Doppelte 
auf. Im Falle b) bilden die Triosen Methylglvoxal, was sich in einer 
starken Steigerung ihrer Reaktionsfahigkeit mit z-Methvlindol verrat, 
wahrend die Reaktionsfahigkeit des Acetols durch die Vorbehandlung 
mit Saure nicht verandert wird. Die Triosen kénnen so vom Acetol 
sehr leicht unterschieden werden. Die Farbintensitat des Glycerin- 
aldehyds steigt gegeniiber der nicht mit Saure erhitzten Lésung auf das 
20fache, des Dioxyacetons auf das Vierfache an. Auf diese Art kénnen 
Triosen noch bei Konzentrationen von 0,0005°,, nachgewiesen werden. 
Ist ein Aldehyd in der Lésung, der bei der Reaktion eine Triibung ver- 
ursacht, so mu mit Chloroform ausgeschiittelt werden. Der Farbstoff 
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Nachweis und Bestimmung der Brenztraubensiure usw. 307 
reht in Chloroform. die Triibung bleibt im Wasser. Befinden sich in 
ler auf Triosen zu priifenden Lésung Fructose oder Fructosephosphor- 
siureester in einer 0,005°,, iibersteigenden Konzentration, so wird 
ler Nachweis der Triosen gestért, weil die Fructose und ihre Derivate 
nach Erhitzen mit Saure mit x-Methylindol eine gelbe Farbe zeigt. 
In diesem Falle verfahrt man am besten so, dab man die zu unter- 
suchende Lésung nach Neuberg, Farber, Levite und Schwenk! mit so viel 
konzentrierter Schwefelsaure versetzt, bis deren Konzentration in det 
Lésung 20°, betragt und unter standiger Wasserzufuhr oder Wasser- 
dampfdurchleitung die Lésung etwa 40 Minuten der Destillation unter- 
wirft. Bei stark verdiinnten Lésungen geht nach dieser Zeit fast die 
gesamte Triose in Methylglvoxal iiber, das im Destillat nachgewiesen 
werden kann. 

Nachweis und Bestimmung des Methylqlyorals, der Triosen und der 
Brenztraubensaure nebeneinander, 

Befinden sich mehrere die x-Methylindolreaktion gebende Korper 
gleichzeitig in einer Lésung, so kann man sie alle nachweisen und be- 
stimmen, wenn man die Anderung der Reaktionsfaihigkeit, den die 
betreffende Lésung durch Vorbehandeln mit Alkali und Saure erleidet, 
quantitativ erfabt. 

Dies fiihrt zu der Frage, ob unsere Farbreaktion fiir quantitative 
Bestimmungen iiberhaupt verwendbar ist. Diesbeziiglich haben wir 
in zahlreichen Versuchen festgestellt, daB im Falle des Methylglyoxals 
die Reaktion im Bereich von 0,00001 bis 0,005°., der Konzentration 
des Methylglvoxals proportional ist. Diese Proportionalitat besteht 
aber nur, wenn das Reaktionsgemenge 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
gestanden hat. Nach kiirzerer Zeit erscheinen die schwacheren Losungen 
gegentiber den starkeren als relativ zu stark gefarbt, da in thnen das 
Maximum der Farbung friiher erreicht wird. Bei der Brenztrauben- 
sdure ist die Reaktion, wenn sie 20 Stunden bei 4° C 
ist. der Konzentration nur in dem Bereich von 0.0001 bis 0.001 °, 


vor sich gegangen 


der Saéure proportional. 

Hat man also eine Losung, in der gleichzeitig neben Methylglvoxal 
eine im Verhaltnis viel gréBere Menge von Acetol oder eine Triose sich 
befindet, so bestimmt man zunachst die Farbintensitat der x-Methyl- 
indolreaktion bei der betreffenden Lisung, wobei man als Standard 
zweckmabigerweise eine 0,1 °,ige frisch bereitete Lésung von Glycerin- 
aldehyd Kahlbaum benutzt, von der wir ja festgestellt haben, daB sie 
bei etwa 20°C sich wie eine 0.0001° ige Lésung von Methvlglyoxal 


verhalt. Dann versetzt man die zu untersuchende Loésung einerseits 


1 Neuberg, E. Farber, A. Levite u. EB. Schwenk, B. 2, 83, 244, 1917. 
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mit '/,, ihres Volumens normaler Natronlauge und laBt 15 Minute: 
hei Zimmertemperatur stehen, sowie mit !/,, ihres Volumens not 
maler Salzsiure und erhitzt sie 15 Minuten im siedenden Wasserbad 
Sodann wird die Anderung der Farbintensitat bei der z-Methylindol 
reaktion, die die betreffende Lésung zeigt. festgestellt und aus der 
Grobe der Zunahme oder Abnahme der Farbintensitat kann dann, wir 
ohne weiteres ersichtlich, auf Grund der oben angegebenen Zahle: 
herechnet werden, wieviel Methylglvoxal und wieviel von dem andere1 


Korper sich in der betreffenden Lésung befindet. 


Nachweis des Meth ylqlyoxals der Triosen und der Brenztraubensdure 74 
Orqan und Blutexrtrakten. 


EnteiweiBt man Blut mit Metaphosphorséure, so zeigt das eiweibtreis 
Filtrat bei der x-Methylindolreaktion eine kaum sichtbare Farbe.  Setzt 
man zu diesem Blutfiltrat eine bestimmte Menge Methylglyoxal hinzu. so 
ist die resultierende Farbintensitat gleich der Summe der von dem Filtrat 
selbst und der von dem hinzugefiigten Methylglyoxal herrithrenden Farbung 
Bei sehr geringen Mengen von Methyvlglvoxal im Blute ist die charakteristi 
sche rotviolette Farbe desselben bei der z-Methvlindolreaktion nicht 
mehr zu erkennen. da sich die, wenn auch schwache. braunlichrote Farh 
des Blutfiltrats tiberlagert. In diesem Falle kann durch Vorbehandeln mit 
n lO Lauge trotzdem auf Vorhandensein bzw. Fehlen des Methylglvoxals 


geschlossen werden. Ebenso kénnen im Blute Triosen, nach dem oben 
angegebenen Vertahren nachgewiesen werden. Die EnteiweiBung des 


Blutes geschieht zweckmaBigerweise mit Metaphosphorsaure, da bei Ent 
eiweiBung mit Trichloressigsaure das Blutfiltrat selbst eine ziemlich intensive 
rotbraune Farbung zeigt. die aber. wie eine nahere Priifung ergeben hat. 
weder auf Methylglyoxal noch auf Triose zu beziehen ist. Bei Fallung mit 
Metaphosphorsaure geht dieser im den roten Blutkérperchen enthaltene 
Koérper in den Niederschlag. (Auf die mutmaBliche Natur dieses Kérpers 
wird in einer tolgenden Mitieilung naher eingegangen werden.) Trichlor- 
essigsauretiltrate von Muskel und Leber zeigen eine ganz schwache Rot- 
farbung bei der z-Methyvlindolreaktion. (Wir untersuchten Organe von 
Frosch und Ratte.) Bei Zusatz von Methylglvoxal zu Organfiltraten ist 
die resultierende Farbintensitat gleich der Summe der Farbintensitaten, 
die jede der Komponenten fir sich zelgt. 

}-Methyvlindol und N-Methylindol zeigen ahnliche, jedoch weniger 


emptindliche Reaktionen. 
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Uber die Alterung des Hiihnereies und ihre Erkennung. 
Von 
Alexander Janke und Leopold Jirak. 


\us dem Institut fiir Landwirtschaftlich-chemische Technologie an der 
Hochschule fiir Bodenkultur in Wien.) 


(Eingegangen am 22, April 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Lagerung von Hiihnereiern gehen in diesen physikalische, 
chemische und biologische Verdanderungen vor sich, die nachfolgend 
iibersichtlich zusammengestellt seien: 

F Austrocknung injolqe Wrasse reve rdunstund, lnerdurch 

a) Abnahme des spezifischen Gewichts bzw. des Unterwasser 
gewichts: 
b) Zunahme der Gr6éBe der Luftkammer. 

2. Innere Alterungsvorgdange. wie physikalisch-chemische und chemische 
Veranderungen im Elinnern: 

a) Entquellang der Kolloide, hierdurch Abnahme der Viskositat und 
Anderung des Verhaltens der Eier beim Autschlagen : 
b) Osmotische Vorgange : 

x) Kintritt von Wasser aus dem Eiklar in die Dotterkugel, 
hierdurch Vergr6éBerung der letzteren und leichtes ReiBen 
der Membran: 

/) Austritt von Stoffen aus der Dotterkugel in das Eiklar, z. B. 
von Phosphaten. 

c) Anderung der Wasserstoffionenkonzentration des Eiklars und 
des Dotters. 

3. Laude rung der Trockensubstanz von Dotter und Kiklar infolge Zu 
sammenwirkens von Austrocknung und inneren Alterungsvorgingen: diese 
\nderungen lassen sich auf kryoskopischem oder refraktometrischem Wege 
feststellen: den letzteren haben wir erstmalig betreten und hierbei recht 
giinstige Resultate erzielt. 

4. Enzymatische und biologische Vorgdnge, von denen sich die ersteren 
unter anderem in einer Zunahme der Lumineszenz des Eiklars, die letzteren 
zunachst in der Atmung des Kies und spiiter in einem Absterben des Keimes 
auBern, wodurch die Brutfahigkeit des Kies verlorengeht. 


A. Die Austroeknung des Eies infolge Wasserverdunstuneg. 

Bei der Lagerung der Eier vergréBert sich infolge Wasserver- 
dunstung durch die Poren der Eischale die Luftkammer am stumpfen 
Kiende immer mehr, wodurch das Gewicht und — da das Volumen 
konstant bleibt auch das spezifische Gewicht dauernd abnimmt 
Da die Starke der Verdunstung durch die AuBenbedingungen, wie 
Temperatur und Luftfeuchtigkeit des Lagerraumes, beeinflubt wird 
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und auch von der Dichte und Porositat der Eischale sowie von der Au 
bildung des Oberflachenhautchens abhangt. laBt sich ein sicher 
einwandfreier SchluB auf das Eialter aus der Abnahme des spezifisch 
Gewichts kaum = ziehen, worauf auch schon von anderer Seite hi 
gewiesen wurde!. Aber auch aus einem anderen Grunde. erschei 
die Verwendung des spezifischen Gewichts fiir die Altersbestimmuny 
ungeeignet. Denn Voraussetzung fiir die Benutzung irgendeiner Eig 
schaft, aus deren Anderung auf das Kialter geschlossen werden. si 
ist deren méglichst geringe Abweichung fiir das einzelne frische | 
von einem an einer gréberen Eierzahl erhobenen Mittelwert. | Dics 
trifft nun fiir das spezifische Gewicht des Eies keineswegs zu, denn 
von uns an 42 frisch gelegten Eiern ausgefiihrte Untersuchungen ergabe; 
Schwankungen von 1,0599 bis 1.1115. Es ist daher abwegig, aus det 
spezifischen Gewicht des Kies auf dessen Alter schlieBen zu wollen 


Zur Bestimmung des spezifischen Gewichts der Eier dient meist di 


Schwimmprobe in Kochsalzlésung? oder das Kipyvknomete r? oder ¢ 
Krmittlung des Eigewichts unter Wasser (Giw): driickt man letzteres i: 
Prozenten des Eigewichts in Luft aus (G). so erhalt man die Verhdltn 
LOO. Ciw 

sahl nach Gropield4* V G - Diese liefert wohl entschieden einwand 
freiere Resultate als das spezifische Gewicht, aber auch nur dann, wenn 
eine gréBere Anzahl Eier der Untersuchung unterworfen wird. Fiir Frisch 
eler ergibt sich hierbei jedoch so wie bei allen nassen Prifungsvertahren 
die CGefahr, da das Kioberhaiutchen zerstért wird. wodurch sich die Aj 
talligkeit der Eier tir Mikroben erhoht®. Spielt die Verletzung des Obe 
flachentilms keine Rolle, wie dies bei den fiir die Konservierung bestimmten 
Kiern der Fall ist, so kann die Schwimmprobe als SortierungsmaBnahim 
Verwendung finden, um so die alten fiir die Konservierung ungeeigneten 
Kier auszusondern. 

Ebenso wie die Anderung des Kigewichts ist auch die GréBe der Luit 
hammer von den Lagerungsbedingungen abhingig und daher fiir eine Alters 
bestummung der Eier nicht recht geeignet. Nichtsdestoweniger kommt det 
Durchleuchtungsprobe, deren man sich zur Ermittlung der GréBe des Lutt 
raumes® bedient, fiir die Eiuntersuchung eine entscheidende Bedeutung zu 
Denn nur mit ihrer Hilfe kann man eine Abweichung der Dotterkugel von 
der zentralen Lage, ein Anlegen derselben an die Eischale und eine Intektion 
durch Mikroorganismen leicht erkennen: auch eine ungleichmaBige Aus 
bildung der Schale und feine Risse in derselben sowie ein Beweglichwerden 
der Luftblase lassen sich so leicht feststellen. 

Handelt es sich bei den zur Untersuchung kommenden Eiern nicht 
um originale Frischware. sondern um Material, bei dem die Verdunstung 


' Vel. z. B. E. Dinslage u. O. Windhausen, Zeitschr. ft. Unters. d 





Lebensm. 52. H. 4. 1926. > Naheres bei Beythien, Laboratoriumsbuc!} 
193. 3 J. Gropteld u. H. Seiwert, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 67 
L934. ' J. Gropield, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genubm. 

1916. ° G, Gaggermeier, Arch. f. Getfliigelkde. 4, 470, 1930; im Gege1 


satz hierzu jedoch K. Braunsdor}, Zeitsehr. t. Unters. d. Lebensm. 66. Hot 
1933. S Vel. kK. Braunsdor} u. H. Brincekmeier. ebenda 66. BOL. 1933 
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irch irgendwelche MaBnahmen herabyedriickt oder ginzlich ausgeschaltet 
irde, so versagen die vorstehend geschilderten Methoden naturgemab 
nzlich. Bei Kithlhauseiern ist der Zusammenhang zwischen spezitischem 
ewicht bzw. Grobe der Luftkammer und Fialter stark verschoben und 
ei in Flissigkeiten konservierten Kiern wird iiberhaupt keme Zunahrn 
s Luftraumes bzw. keine Abnahme des Gewichts wahrzunehmen sein: 
es kann infolge Diffundierens der Konservierungstliissigkeit in den 
iftraum sogar zu einer Gewichtszunahme kommen. Die Unmdglichkeit, 
it Hilfe der Schwimmprobe und des Durchleuchtens das Alter der Eier 
ndeutig zu erkennen, hat ja zum Kennzeichnungszwang fiir Kiihlhauseier 
ind konservierte Eletr getuhrt. 


B. Die eigentlichen Alterungsvorgiinge. 


Da die auf der Abtrocknung der Eier fuBenden Untersuchungs 
methoden fiir die Ermittlung des Eialters demnach nicht allgemein 
verwendbar sind, hat man schon vielfach versucht, fiir diesen Zweck 
die im Innern des Kies bei seiner Lagerung vor sich gehenden physikalisch- 
chemischen und chemischen Anderungen zu verwerten. 

Bei lingerer Lagerung der Eier wird das Kiklar infolge Entquellung 
der Proteine immer diinnfliissiger: die quantitative Feststellung dieser 
Viskositatsabnuhme bereitet einigermaben Schwierigkeiten, da das 
Kiklar aus verschieden zihen Teilen besteht und daher vorerst weit- 
gehend homogenisiert werden mub. Ferner tritt auch eine Alterung 
der kolloiden) Grenzschicht des Dotters, des Dotterhautchens ein, 
wodurch dessen Elastizitat eine Einbube erfahrt. 

Diese kolloidechemischen Veranderungen lassen sich schon beim lef 
schlagen der Ever und Auffangen des Eiinhalts in einer Schale erkennen 
Wahrend beim frisch gelegten Ei der Dotter stark gew6lbt tiber das EKiklat 
emporragt und letzteres aus drei Schichten bestcht, namlich aus einer 
der Dotterhaut unmittelbar anliegenden glasigen, zaihen Schicht von ge- 
ringer Dicke, die an den beiden Polen in die gedrehten Hagelschniire tiber- 
geht, einer ziemlich triiben und schlieBlich einer auBeren diimntliissigen 
EiweiBschicht, hegt bei dlteren Kiern der Dotter flach in dem einheitlich 
diinnfliissigen Kiklar, dessen blaue Lumineszenz im ultravioletten Licht 
der Quarzlampe immer mehr zunimmt. Dieses letztere Verhalten wurde 
ebentalls zu einer zahlenmaBigen Feststellung des Eialters heranzuzichen 
versucht. wobei als Vergleichsstandard Celatinelésungen verschiedenet 
Zusammensetzung dienten, deren geringe Haltbarkeit sich jedoch un 
angenehin bemerkbar machte!. 

Mit den im Eiinnern vor sich gehenden Alterungsprozessen stehen 
auch gewisse osmotische Vorgdnge im Zusammenhang, durch die ein 
Stoffaustausch zwischen Eiklar und Dotter herbeigefiihrt wird. 

So wandert Wasser aus dem Eiklar in den Dotter ein, wodurch dessen 
Trockensubstanzgehalt herabgemindert wird. Besonders deutlich tritt 


1 Ps EB. vay Waege ningh u. Ez. Me E. Heesterman, Chem. Weekblad 24. 
622, 1927; Cl. Zdch, Mitt. Lebensm. Unt. u. Hyg. 20, 209, 1929. 
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dieses Einwandern von Wasser in die Dotterkugel dann in Erscheinuw 
wenn wie bei in Fliissigkeiten konservierten Kiern die Abtrocknu 
ganzlich ausgeschaltet ist; dann zeigt sich die Dotterkugel vergré{ 
(Abb. 1) bei gleichzeitiger Dehnung der Membran, die dann leicht rei! 
weshalb bei solcherart konserviert 
Eiern die Trennung von Eiklar w 
Dotter vielfach auf Schwierigkeit: 
stoBt. 

Wahrend also einerseits Wass: 
aus dem Ejiklar in den Dott 
wandert, nehmen andererseits 
liste Stoffe den umgekehrten Wee 
so vor allem Phosphate, die offenba 
beim Abbau der Dotterphosphatid 
entstehen. Nachdem der Nachweis 
des Phosphations im Eiklar fiir di 
Alterungsbestimmung bereits — bi 
nutzt worden war!, haben wir dies: 
Methode = quantitativ ausgebaut 
unter Verwendung des Pulfrich 


Photometers, welchen Weg Urbach? 





bereits zum Phosphatnachweis im 

Abb. 1 Harn erfolgreich beschritten hatt: 
Stark vergriferte Dotterkugel bei Wasser- 
glasei (oben) gegeniiber frischem Ei (unten). : : 
Eierim hart gekochten Zustand zersechnitten lie nachfolgenden Lésungen he 
notigt : 


Zur Phosphatbestimmung werden 


1. Molybddnsdurelésung. 50g reines Ammoniummolybdat werden bei 
Zimmertemperatur in 1000 cem  phosphorfreier n-Schwefelséiure  gelést. 
Beim Mischen mit der unter 2. angegebenen Hydrochinonlésung dart kein: 
Farbung eintreten. 

2. Hydrochinonlésung. 20g Hydrochinon werden in 1000 cem dest 
Wassers gelést. das einen Zusatz von | cem konz. Schwefelsaure erhalten hat. 
Lésung gut verschlossen aufbewahren! 

3. Carbonatsulfitmischung. 75¢ Natriumsulfit werden in 500 cen 
Wasser gelést und zu 2000 cem einer 20°,igen Lésung von wasserfreiem 
Na-Carbonat hinzugefiigt. Die Lésung ist im filtrierten Zustande in gut 
verschlossenem Gefai® ungefaihr 14 Tage haltbar. 

Zur Phosphatbestimmung im Eiklar wird nun in folgender Weis 
verfahren: In einen 100 cem fassenden MeBkolben bringt man genau 2 ccm 
Kiklar, das durch wiederholtes Autziehen in der Pipette homogenisiert 
wurde, fiigt 20 com dest. Wasser, 5cem Molybdanlésung und 5 cem Hydro 
chinonlésung hinzu. Nach Verlauf von 25 Minuten werden 25 cem Carbonat 
sulfitlésung zugesetzt. worauf man zur Marke auffiillt und kraftig durch 
mischt. Nach 10 Minuten wird innerhalb 30 Minuten photometriert. Unser 


1k. Eble, H. Phe fer ua. RR. Bretschneider, Zeitschr. f. Unters. d 
Lebensm. 65, 100, 1933. 2 C. Urbach, Stufenphotometrische Absorption: 
messungen in der medizinischen Chemie. Wien-Leipzig 1933. 
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ssungen wurden in Kiivetten von 30 mm Schichtdicke bei Vorschaltung 
. strengen Filters S 61 gegen dest. Wasser vorgenommen. Der Zusammen- 
ng der am Pulfrich-Photometer abgelesenen 7-Werte mit den in der 
sung sich vorfindenden mg P in 100 cem (mg-°,,.) wird durch die in Abb. 2 


irgestellte Eichkurve wiedergegeben. Unter den angefiihrten Arbeits- 
bedingungen entspricht die Trommelablesung 7 10 einer Konzentration 
m rund 10mg-°,. Die mittels dieser 
\Vethode erzielten Ergebnisse finden sich oe Te Te Cue 

eiter unten zusammen mit den Refrakto- 90 

eterwerten in Tabelle JI] verzeichnet. 3 


Zu den Verdnderungen, die im 


Innern des Eies wahrend dessen Lage- 


rung vor sich gehen, ist auch jene der 
iW asserstoffionenkonzentration anzu- = 
fiihren. 

Wahrend der pu-Wert des Dotters, 
der im frischen Ei etwas tiber 6 betragt, “7s a 2 & & 6 oF 2 8 DD 
sich bei der Alterung nur wenig, und P in mg % 
zwar nach der sauren Seite hin andert, nee 

‘ . ° “A _ ADD. 2. 

verschiebt meh — des Eiklars infolge Eichkurve fiir den Phosphat- 
Kohlensiureabgabe ins Alkalische (von Nachweis im Eiklar mittels des 
etwa 7.6 bis gegen 8,4 bis 9,4)'. Es hat Pulfrich-Photometers. 


auch nicht an Versuchen gefehlt, diese 

pu-Anderungen zur Altersbestimmung zu verwenden, freilich nur mit recht 
geringem Ertole*; auch wir erzielten mit dieser Methode keine giinstigen 
Ergebnisse. 


(. Anderung yon Trockensubstanz und osmotischem Druck. 


Die beiden im vorstehenden besprochenen bei der Lagerung auf- 
tretenden Prozesse, namlich die Abtrocknung einerseits und die osmoti- 
schen Vorgdnge an der Dotterhaut andererseits, bedingen auch Ande- 
rungen in der T'rockensubstanz von Dotter und Eiklar, und zwar eine 
Abnahme beim ersteren und eine Zunahme beim letzteren, wie dies 
Greenlee®? auch experimentell festgestellt hat: dem gleichen Forscher 
zufolge sind diese Anderungen um so bedeutender, je héher die Tem- 
peratur des Lagerraumes ist und je langer die Lagerung wahrt. 

Zwischen dem Trockensubstanzgehalt von Dotter und Eiklar 
besteht im frischen Ei ein bedeutender Unterschied und zwar betragen 
die betreffenden Werte rund 49 bzw. 13 Gewichtsprozent. Infolgedessen 
ergibt sich auch eine erhebliche Differenz im osmotischen Druck, fiir 


1 DP. Healy u. A. Peter, Amer. J. of Physiol. 74, 363, 1925; J. C. Baird 
u. J. H. Prentice, Analyst 55, 20, 19380; P. Sharp, Science, N.S., 69, 278, 
1929. 2 Ch. Schweizer, Mitt. Lebensm. Unters. u. Hyg. 20, 203, 1929; 
G, Gaggermeier, Arch. f. Getliigelkde. 4, 469, 1930. 3 4. D. Greenlee, J. 
Amer. Chem. Soc. 84, 539, 1912. 
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dessen Aufrechterhaltung Straub! biologische Einfliisse verantwort! 
macht, wahrend sich Joh/in® mit einer physikalisch-chemischen | 
klarung begnugt. 

Der osmotische Druck des Dotters kommt jenem des Blutes nahe. w 
infolge der Entstehung des Dotters im Eierstock und seiner Ernahrung dui 
die Follikelhaut verstandlich ist; der osmotische Druck des Eiklars hingeg 
liegt wesentlich niedriger. Entsprechend der Verringerung der Trocke 


substanz nimmt mit der Alterung des Kies auch der osmotische Druck des 


Dotters immer mehr ab und nahert sich jenem der physiologischen Kochsa 
lésung; der osmotische Druck des Eiklars hingegen steigt immer mehr a 


Die durch die Alterungsvorgange im osmotischen Druck von Dott 
und Eiklar auftretenden Anderungen lassen sich durch die Gefrier punkis 
erniedrigqung zam Ausdruck bringen. 


Die Bestimmung der letzteren erfolgt entweder an Dotter und Eikla: 
unmittelbar oder nach Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung 
Verhaltnis 2:1. Wenn man die Differenz der Gefrierpunktserniedrigunge: 
von Dotter und Klar mit 100 multipliziert, so ergeben sich zufolge Weinste/) 
fiir die verschiedenen Eiertypen folgende Grenzwerte : 

mR RE pe se lee otis) ole sa) Al ela Sti ean ee 

Frisches Ei (Mischung mit physiologischer NaCl-Lésung) . . > 10 

Kalk- und Wasserglaseier (bereits nach 4 Wochen) sowie Kihl- 
RONAN oye ey et Pn elles hc Ge. hie Oven Bedi ipeseeeiei Oh eer e- eae, 


Der Unterschied zwischen Kalk- und Wasserglaselern einerseits wnd 


Kiihlhauseiern andererseits soll darin bestehen, daB bei ersteren sich spezit 
sches Gewicht und Differenz der Gefrierpunktserniedrigungen in- un 
gekehrter Richtung andern, waihrend bei den Kiihlhauseiern die Anderunge: 
gleich gerichtet sind. Fi die Festsetzung eines Grenzwertes zur Unte: 
scheidung der vollfrischen von den frischen Kiern kénnen jedoch die von 
Weinstein beigebrachten Versuchsdaten nicht als hinreichend angesehe: 
werden. 

Die Alterungshestimmung mittels der Gefrierpunktserniedrigung hat 
den Nachteil der Umstandlichkeit sowie des Verbrauches von relativ vie 
Untersuchungsmaterial (4 bis 6 Eier je Bestimmung). 


D. Der Gebrauchswert der Eier und seine refraktometrisehe Bestimmune. 


Die frisch gelegten Eier dienen ihrer natiirlichen Bestimmung nac! 
fiir die Fortpflanzung der Art. Diesem Zwecke entsprechend sind dic 
selben mit gewissen Schutzeinrichtungen (Eioberhautchen, mikrobizicd: 
Wirkung des Eiklars und dergleichen mehr) ausgestattet, um so lang: 
allen Schadigungen der AuBenwelt standhalten zu kénnen, bis zunachst 
ein Gelege gesammelt ist und der Vorgang des Briitens beginnt. Durc! 
diesen tritt eine machtige Anregung der Lebensprozesse ein, die zu! 
Entwicklung des Embryos und schlieBlich zum Schliipfen des junge: 


1 J. Straub, Rec. Trav. Pays Bas 48, 49, 1929; Kolloidzeitschr. 62 
13, 1933. 2 J. M. Johlin, J. gen. Physiol. 16, 605, 1933. > P. Wen 
stein, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 66, 48, 1933. 
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Hihnehens fihren. Die Brutfahigkeit der Kier wahrt nur relativ kurze 
it, ungefahr 14 bis 18 Tage. Das Absterben des Embryos wird dem- 
ach beilaufig zu jenem Zeitpunkt eintreten, wo das Ei aus dem ,,voll- 
ischen** Bewertungszustand in den _ ,,frischen’’ tibergeht: es wird 
lann die Atmung und mit ihr der Gasaustausch eingestellt. Wenn man 
on dem Rohgenu®B der Eier absieht, der ohnedies vielen Menschen 
or allem Frauen und Kindern nicht bekémmilich ist, so erfahrt der 
Gebrauchswert der Eier durch deren Absterben keine weitere Einbube. 
Fiir den Gebrauchswert der Eier sind mabgebend der Nahrwert im 
vekoehten Zustande, der GenubBwert (Geruch und Geschmack), die Farbe 
des geronnenen Eiklars, die Trennbarkeit von Dotter und Eiklar und 
das Vermégen zur Schaumbildung und Schaumhaltung, wie dies bei 


ler kiichenmaBigen Verwendung der Ejier in der Gewinnung eines 
festen und haltbaren ,,Schnees** zum Ausdruck kommt. Bei der iiblichen 
Bewertung der Frischeier nach dem spezifischen Gewicht bzw. der 
GréBe des Luftraumes wird nicht der Gebrauchswert der Eier, sondern 
hloB deren Alter bestimmt und auch dies nur mit einem recht unzu- 
linglichen Ergebnis. Gdanzlich versagen diese Methoden aber bei der 
Untersuchung von Kihlhauseiern und konservierten Eiern; wahrend 
letztere sich meist auf chemisch-analytischem Wege als solche erkennen 
lassen, ist die Unterscheidung der Kihlhauseier von den Frischeiern 
mittels der wblichen Methoden nicht méglich, weshalb Troboese! eine 
zwangsweise Impragnierung mittels 1° iger Phenolphthaleinlésung in 
Vorschlag brachte. 

Eine allgemein anwendbare Methode zur Erkennung des Gebrauchs- 
wertes der Eier darf sich daher nicht auf die Feststellung des Alters 
derselben beschranken, sondern mu auch die bei der Alterung im 
Innern vor sich gehenden Verdnderungen entsprechend berticksichtigen. 
Von den bereits behandelten Methoden sind vor allem die Phosphat- 
diffusion ins Eiklar und die Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung 
hierher zu rechnen:; doch sind beide Methoden umstandlich, die erstere 
auBerdem noch ungenau und kostspielig, die letztere hingegen mit 
einem zu groben Eierverbrauch verbunden. 

Im Rahmen umfangreicher Versuche betreffend die Frischhaltung 
und Konservierung von Eiern, tiber die an anderer Stelle berichtet 
wird, forschten wir nach einer einfachen, rasch und leicht ausfiihrbaren, 
einheitlichen Methode zur Bestimmung des Gebrauchswertes aller 
Handelsklassen von Eiern, einschlieBlich der im Kiihlhaus gelagerten 
und der konservierten Eier und fanden dieselbe in der refraktometrischen 
Untersuchung. Die Bestimmung des Brechungsexponenten von Dotter 
und Eiklar wird uns die Anderungen der Trockensubstanz derselben 


! V. Troboese, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 67, 334, 1934. 
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nicht nur in quantitativer, sondern auch in qualitativer Hinsicht « 
kennen lassen. Wie vorauszusehen war, hat der Dotter einen wesentli 
héheren Brechungsexponenten als das Eiklar und es nimmt bei d 
Alterung die Refraktometeranzeige fiir den Dotter ab, fiir das Eik! 
hingegen zu, so da} die Differenz beider Brechungsexponenten imn 
kleiner wird; wir wollen den so erhaltenen Wert die Brechungsdiffere 
zahl (DZ.) des Eies nennen. Da ein Operieren mit dieser wegen det 
Kleinheit umstandlich ist, verwenden wir den tausendfachen W: 
derselben und sprechen dann von der ,,Wertzahl’ des Eies (WZ.), «J 
sie einen Mabstab fiir dessen Gebrauchswert abgibt. 


[np]? — [mp]}* = DZ.: 1000 DZ. = WZ. 

Es bedeuten: [np]? Brechungsexponent des Ejidotters fiir di 
Natriumlinie, [%p)]4 = Brechungsexponent des Fikiars fiir die Natriw 
linie, DZ. Brechungsdifferenzzahl, WZ. = Wertzahl als Ma fiir de: 
Gebrauchswe!t. 

In der so definierten Wertzahl kommen sowohl die durch di 
Abtrocknung bewirkte Konzentrierung des Eiklars als auch die im 
Eiinnern vor sich gehenden Stoffwanderungen zum Ausdruck. Wil! 
man letztere Vorgange allein erfassen, wie dies z. B. bei der vergleichenden 
Jeurteilung von Eiern verschiedener Handelsklassen der Fall ist, s 
eignet sich hierzu die Brechungszahl des Dotters besser, und zwar wird 
diese zweckmaBig in Vergleich gebracht mit dem Refraktometerwert 
eines frischen Eidotters. Nehmen wir fiir diesen bei 17,5° vorlaufig 
1,420 als unterste Grenze an, so ergibt sich die Differenz 1,420 — [n)}” 
wir wollen wieder den tausendfachen Wert wahlen und diesen als 
, Alterungszahl’* bezeichnen. Liegt der Brechungsindex des Dotters 
liber 1,420 oder weist er diesen letzteren Wert selbst auf, so wird di 
Alterungszahl mit Null angegeben. Mit der Lagerungsdauer nimmt 
die Wertzahl ab, die Alterungszahl zu 

Um zu ersehen, ob die blofe Austrocknung auch einen EinfluB aut 
den Brechungsexponenten des Dotters bzw. auf die Alterungszali! 
ausibt, unterwarfen wir eintagige Eier einer raschen, langsten 
72 Stunden wahrenden Austrocknung im Vakuum iiber konz. Schwefe! 
saure, entnahmen zu verschiedenen Zeiten je ein Ei und stellten den 
Gewichtsverlust sowie die Refraktometerwerte fiir Dotter und Eikla: 
fest; die Resultate finden sich in Tabelle I verzeichnet und zeigen ein 
Absinken der Wertzahl, wahrend die Alterungszahl auf Null stehen 
bleibt. 

Eine qualitative Verschlechterung der Eier, wie eine solche in de: 
Alterungszahl zum Ausdruck kommt, war demnach analytisch nicht 
nachweisbar; aber auch die Sinnenpriifung ergab auBer emer Zunahm: 
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Tabelle I. 





Eigewicht in g Gewichts- 


yor der nach der ; verlust [np]? [n)]* WZ. AZ. 
\ustrocknung <Austrocknung ( 
63,3 61.3 31 1,4230 1.3591 63.9 0 
53.8 50,4 6.3 1.4214 1.3596 618 0 
58.9 53.6 9,0 1.4230 1.3618 61.2 0 
58.0 50.9 12,2 1.4235 1.3632 603 0 
54,0 45.5 15,7 1,4219 1,3668 59,1 0 
53,7 42.5 20,8 1,4232 1,3689 4.3 0 


der Viskositat des Eiklars keinen Unterschied gegeniiber dem Frischei, 
auch nicht in Geruch und Geschmack. Die Minderung des Gebrauchs- 
wertes, den die Wertzahl angibt, bezieht sich demnach in diesem Sonder- 
fall bloB auf die Abtrocknung, also auf den Gewichtsverlust. 


Die QualitatseinbuBe der Eier. die sich in der Abnahme des Brechungs- 
exponenten des Dotters aéuBert. kommt durch die inneren Alterungs- 
vorgange zustande, vor allem durch den Ubertritt von Wasser aus dem Eiklar 
in den Dotter. Wahrend aber die Wasserabgabe des Eiklars nach auBen 
durch die Abtrocknung in der Wertzahl nur e*mfach zum Ausdruck kommt, 
ist dies beim Wasseriibertritt vom Eiklar in den Dotter in doppelter Weise 
der Fall, da ja die Brechungszahl des Eiklars zu-, Jene des Dotters aber 
abnimmt und die Differenz beider gebildet wird. Dies eben ist jedoch fiir 
die praktische Bedeutung der Wertzahl besonders wichtig, da die inneren 
Alterungsvorgange den Gebrauchswert wesentlich ungiinstiger beeinflussen 
als die bloBe Abtrocknung. 


Die Wirkung des Ll bertritts von Wasser des Eiklars einmal nach auBen 
Abtrocknung) und ein andermal in den Dotter (innere Alterung) auf die 
Trockensubstanz soll nachstehend untersucht werden; mit der Anderung 
der letzteren geht jene des Brechungsexponenten so ziemlich parallel. 
Von dem Gewicht eines Durchschnittseies entfallen rund 10°, auf die 
Schale und von dem Rest — also dem Eiinhalt 67,63 °., (rund zwei Drittel) 
auf das Eiklar und 32,37°, (rund ein Drittel) auf den Dotter. Wir wollen 
unserer Betrachtung ein Ei von 63,3 ¢ zugrunde legen; dasselbe enthalt 
dann 38.5 g Eiklar und 18,5 g Dotter. Da das frische Eiklar durchschnittlich 
13°, Trockensubstanz und der Dotter rund 49°, enthalt, so entfallen 
demnach von den 385g Klar 5.0 ¢ auf die Trockensubstanz und 33,5 g¢ 
auf Wasser, und von den 18.5 g Dotter 9.0 ¢ auf die Trockensubstanz und 
95g auf Wasser. Auf 100 ¢ Wasser bezogen finden sich daher im Klar 
14,92 g und im Dotter 94,73 ¢ Trockensubstanz. Beim Austritt von Wasser 
aus dem Eiklar gehen in der Trockensubstanz die in der Tabelle IJ nieder- 
gelegten Veranderungen vor sich. 

Beim Vergleich der in den beiden letzten Spalten der Tabelle II ent- 
haltenen Werte erkennt man deutlich die wesentlich starkere Auswirkung 
des Wasseraustritts durch Osmose gegeniiber jenen durch Abtrocknung 
auf die Differenzzahlen der Trockensubstanz und demnach auch auf jene 
der Brechungsexponenten. 





318 


A. Janke u 


L. Jirak: 





Tabelle II. 
Trocken- 
Austritt von substanz des Trockensubstanz des Dotters 
Wasser aus Eiklars je 100g H,0 
dem Kikla je 100g H,0 
(Abtrocknung 4 

g oder Osmose) Abtrocknung Usmose 

0 14,92 94,73 94.73 

1 15.4 94,73 85.71 

2 15,9 94,73 78,26 

3 16.4 94.73 72 

In der Tabelle III finden sich fiir eine 


Bedingungen 


gelagerte 


Kier die 


Reihe 
refraktometrischen 


Differenz beider 


Trocken 


substanzen 


Abtrocknung 


79,81 
79,33 
78.83 
78.33 


Vergleich auch der Phosphorgehalt des Eiklars angegeben. 


Osmose 


7981 
7031 
62,36 
55,60 


und zui 


unter verschiedenc: 
Daten 





Tabelle IIL. 

[n,,]? [n,]* Wz AZ Phosphor saacigicmeeins 

mg- Gew.- 

1. Frischeier (1 Tag alt). 
1,4221 1.3542 67.9 0.0 0,94 0.0 
1,4200 1,3572 62.8 0.0 0.10 0.0 
1,4202 1.3558 64.4 0.0 0.05 0.0 
1.4220 1,3599 63.0 0.0 0.08 0.0 
1,4229 1.8572 65.7 0,0 0,05 0,0 
2. Kiithlhauseier (8) 3 Monate alt). 
1.4155 1,3610 54.5 4.5 1,25 6.5 
1,4153 13630 52,3 4,7 1,05 8.3 
1.4150 1.3605 54.5 5,0 1.( “ 6.3 
1,4172 1.3721 45,1 2.8 1,10 14.4 
1.4168 1.3600 56.8 3,2 1,10 a4 
1.4152 1,3582 57,0 4,8 1,02 4.5 
3. Bei mittleren Temperaturen gelagerte Eier (7 bis 19°, im Mittel 14° 
8 Monate alt). 
1,4142 1,3701 44.1 5.8 8,50 17,9 
1,4129 1,3735 39,4 cP 6,45 24,9 
1.4123 1,3728 39,5 4k 4,05 20,3 
1,4143 1.3741 40,2 5,7 3,45 26,6 
4. Wasserglaseier (10 Monate alt). 
1,4138 1.3562 57.6 6.2 3.30 0.0 
1,4121 1.3580 54.1 7.9 5,50 0.0 
1.4090 1.3578 51,2 11.0 3.10 0.0 
1,4079 1,3570 50.9 12.1 4,20 0.0 
5. Garantoleier (10 Monate alt). 

1,4115 1.3587 52.8 8.5 25 0.0 
1,4106 1.3600 50.6 9.4 2,4 0.0 
1,4101 1,3592 50,9 9,9 1,95 0,0 
1,4128 1,3577 55,1 tie 2,5 0,0 
1.4112 1,3562 55,0 8,8 2,5 0,0 


' Das umfangreiche 


experimentelle Material betreffend die 


refrakt« 





metrische Untersuchung von Eiern, 
als Kaltewirkung eine 
an anderem Orte mitgeteilt werden. 


bei denen durch andere MaSnahme: 
Frischhaltung angestrebt 


bzw. erzielt wurde, s 
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Vergleichen wir in T'abelle III zunachst die Wertzahlen, so finden 
ir dieselben am niedrigsten bei den unter gewéhrlichen Verhaltnissen 
wi mittleren Temperaturen) gelagerten Eiern, wo eine starke Aus- 

trocknung mit erheblichen inneren Veranderungen parallel lauft. 
\Wesentlich besser bewertet erscheinen die ungefahr gleichaltrigen 
Kithlhauseier, bei denen die Austrocknung schon erheblich geringer ist. 
Die naB konservierten Kier, die naturgemaB keine Austrocknung zeigen, 
erscheinen durch die Wertzahl ungefahr gleich bewertet mit den Kihl- 
hauseiern: hier gewinnt nun die Alterungszahl Bedeutung, indem sie 
in den nafB konservierten Eiern eine wesentlich weiter vorgeschrittene 
Alterung erkennen laBt als bei den Kiihlhauseiern, bei denen die niedrige 
femperatur verlangsamend auf die inneren Vorgainge wirkt. Mit der 
Alterungszahl steht im allgemeinen der Phosphatiibertritt aus dem 
Dotter in das Eiklar in guter Ubereinstimmung: nur bei den in Wasser- 
vlas konservierten Eiern ergeben sich ziemliche UnregelmaBigkeiten, 
die wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren sind, daB etwas Silikat in 
das Eiklar eindiffundiert und mit dem Phosphat zusammen bestimmt 
wird. Ferner macht sich die starke Abtrocknung der bei mittleren 
Temperaturen gelagerten Eier insofern im Phosphatgehalt bemerkbar, 
als dieser durch die Volumenverminderung des Eiklars besonders hohe 
Werte annimmt. In dieser Hinsicht zeigt sich die Alterungszahl iiber- 
legen, da diese ja die Verainderungen im Dotter angibt und daher 
durch die Abtrocknung des Eies nicht oder nur sehr wenig beein- 
fluBt wird. 

Da mit zunehmender Alterungszahl die Dotterkugel infolge des Ein- 
diffundierens von Wasser aus dem Eiklar — insbesondere bei den in Fliissig- 
keiten konservierten EKiern — immer gré8er wird und daher die Spannung 
im Dotterhautchen zunimmt,. bis dasselbe — vor allem auch infolge der 
EinbuBe an Elastizitat — schon bei der geringsten Beanspruchung reiBt, 
gestattet die Alterungszahl auch ein Urteil iiber die Abtrennbarkeit des 
Dotters vom Eiklar abzugeben; wenn dieselbe iiber 10 liegt, wird man im 
allgemeinen mit einem Unversehrtbleiben der Dotterkugel beim Offnen des 
Eies nicht mehr rechnen kénnen. 

Es handelte sich uns noch darum, die allmahliche Anderung von 
Wertzahl und Alterungszahl bei der Lagerung von Frischeiern an der 
Luft zu verfolgen. Wir verwendeten hierzu frisch gelegte Farmeier 
von Leghorn- und Rhodelander-Hiihnern: die Temperatur des Lager- 
raumes schwankte wahrend der auf maximal 40 Tage sich erstreckenden 
Aufbewahrungsdauer zwischen 9 und 11°C bei 62 bis 70°, relativer 
Feuchtigkeit. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 1V niedergelegt. 

Es zeigt sich zunachst eine allmahliche Abnahme der Wertzahl, und 
zwar tritt diese bei den Rhodelander-Eiern langsamer ein als bei den 
Leghorn-Eiern, was mit der starkeren Abtrocknung der letzteren sowie 
mit ihrer rascheren Alterung in Einklang steht. Aus diesem Umstand 
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Tabelle IV. 


Veranderungen von Frischeiern bei der Lagerung. 





, WZ . 

Eier- Alter { : : AZ strocknur 

zahl np]? [m,,]A Mittelwert und ot. sacesieis 
Tage Schwankung = Gew.-! 


Frischeier der Rasse Leghorn. 
Mittleres spezitisches Gewicht (von 6 Kiern): 1,07705 (von 1,0703 bis 1.0820) 


6 0 14219 | 13554 | 665434 0 0 
3 8 14198 13557 | 6367 be o 0.7 11 

4 16 14176 = 1,3868 | 61,37 . 24 2.59 
2 24 1.4161 1.3581 58.0 + 0,1 39 3.55 
3 32 14174 §1,8577 «59,7 + i, 26 4,49 
3 40 14161 1,3686 57,5 T 90 3,9 6,05 


b) Frischeier der Rasse Rhodelénder. 
Mittleres spezifisches Gewicht (von 6 Eiern): 1,0664 (von 1,0599 bis 1,0736). 


as pay jane 
6 0 1.4217 1,3561 65,6 * 9’5 0 () 

3 8 14213 11,8570 64,8 T 3? 0 1,1 
4 16 14185 11,8562 62,8 7 5 1,5 2.39 
2 2% 14185 | 1,3576 6094138 1,5 3,14 
8 | 82 | 14173 | 1,8537- | 600+ Ot 2,7 3,48 
3 40 1.4141 1,3586 55,5 + 0,1 5,9 4,18 


geht schon hervor, daB man in Zukunft bei der Eiuntersuchung der 
Rassenfrage ein besonderes Augenmerk wird schenken miissen, zuma! 
auch die spezifischen Gewichte ganz bedeutende Unterschiede erkennen 
lassen. 

Die individuellen Schwankungen der Wertzahl bei den einzelnen Eiern 
sind nicht unerheblich, jedoch immer noch geringer als jene des spezifischen 
Gewichtes. Um verlaBliche Grenzzahlen fiir die beiden Giitegruppen von 
Frischeiern angeben zu kénnen, bedarf es wohl noch der Beschaffung eines 
umfangreicheren experimentellen Materials, wobei auf Rasse, Fiitterung 
und Klima des Produktionsgebietes Riicksicht zu nehmen sein wird. Aut 
jeden Fall diirfte es sich empfehlen, bei der refraktometrischen Untersuchung 
von Frischeiern das Mittel aus mindestens drei an verschiedenen Fier 
ausgeftihrten Bestimmungen zu ziehen. 

Nach den zur Zeit vorliegenden Untersuchungsergebnissen werdet 
Frischeier der Giitegruppe G1 (,,vollfrische Fier’t) eine Wertzahl von 
mindestens 60 bis 61, jene der Giitegruppe @ 2 (,,frische Eier‘') eine solche 
von mindestens 55 bis 56 aufweisen miissen; die Alterungszahl wird bei den 
Eiern beider Giitegruppen nicht tiber 5 liegen diirfen, sofern man es nicht 
vorzieht, die Bestimmung fiir die Giitegruppe @ 2 scharfer zu fassen, un 
einen héheren Gebrauchswert als jenen der Kiihlhauseier garantieren zu 
k6énnen. 
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Vergleicht man namlich die Wert- und Alterungszahlen fiir die 40 Tage 
lten Frischeier der Tabelle LV mit jenen der 8!'/, Monate alten Kithlhaus- 
er der Tabelle ILI, so findet man, daB einige Kiihlhauseier in der Be- 
yvertung den Frischeiern nahekommen, und in der Tat hat die Sinnen- 
riufung dieses Ergebnis bestatigt. Es zeigt sich eben, daB nicht das absolute 
\/ter der Eier fiir deren Gebrauchswert entscheidend ist, sondern vielmehr 
lie imneren Vorgdnge, die sich bei der Alterung abspielen und die durch 
FrischhaltungsmaBnahmen, wie z. B. die Kiihlhauslagerung, stark ab- 
rebremst werden k6énnen. 

Es drdngt sich demnach die Frage aut, ob nicht die Bewertung der 
Kier im allgemeinen und ganz b¢ sonders jener der Gite gruppe G 2 (,, frische 
Kier) deren Gebrauchswert infolge weit vorgeschrittencr innerer Alterungs- 
prozesse mitunter stark vermindert ist, auf eine vollstindig neue Basis 
su stellen wre. 

Da der Brechungsexponent temperaturabhiangig ist. war es von Wichtig- 
keit, zu untersuchen. ob fiir die Ermittlung der Wertzahl und der Alterungs- 
zahl die Einhaltung einer bestimmten Temperatur notig erscheint. Der 
oben angegebene Brechungswert fiir die Berechnung der Alterungszahl 
von 1,4200 bezieht sich auf die Normaltemperatur von 17,5°, es muBte 
demnach zunichst experimentell festgestellt werden, welche Brechungs- 
werte ein Normaldotter von [np]? . 1.4200 bei den in der Tabelle V 
benutzten Versuchstemperaturen aufweist; es sind dies 


[np]? 1.4204; [np]? 1,4195; [np]? 1.4184. 


Tabelle V. 





Probe Temperatur f Ke - ‘ 
Nr. 0c [n),]? [np] WZ AZ 
1 15 1,4229 1.8577 65,2 0 
20 1,4219 1,3569 65,0 0 
25 1,4208 1.3562 64,6 0) 
2 15 1.4191 1.3567 62.4 1,3 
20 1.4180 1,3560 62,0 1,5 
25 1.4169 1.3551 61.8 1,5 
3 id 1.4173 1.3565 60.8 3.1 
20) 1.4162 1.3560 60,2 3.3 
25 1,4152 1,3553 59,9 3,2 
4 15 1,4192 1,3570 62,2 1,2 
20 1.4180 1.3562 61.8 1.5 
25 1.4170 1,3554 61,6 1,4 


Die durch die verschiedene Versuchstemperatur bedingten Schwan- 
kungen halten sich sowohl bei der Wertzahl als auch bei der Alterungszahl 
innerhalb enger Grenzen, was ohne weiteres verstandlich ist, da es sich 
um Differenzzahlen handelt. Es ist demnach fiir die refraktometrische 
Untersuchung eine Temperiervorrichtung tberfliissiqg, vielmehr reicht es 
fiir praktische Zwecke vollends aus. wenn man das Refraktometer kurze 
Zeit im Versuchsraum stehen laBt, bis die Prismen dessen Temperatur 
angenommen haben. 
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seziiglich der praktischen Durchfiihrung der retraktometrischi 
Kiuntersuchung ist folgendes zu bemerken: 


Die Bestimmung der Brechungszahlen darf nur an infektionsfrei: 
Kiern erfolgen, da im Falle einer Zersetzung durch Mikroben die Refrakto 
meterwerte selbstverstandlich stark verindert sind. Es ist daher zweck 
mabig, die Eier zunachst zu durchleuchten. 

Bei der Probenahme des Dotters ist besonders darauf zu achten, dat 
der Einstich des Glasrohres in die Dotterkugel seitlich im der Ndhe d: 
Ansatzstellen der Hagelschniire erfolgt, daB also die Probe aus dem Nah: 
dotter entnommen wird und nicht aus dem Bildungsdotter, der unterhal! 
der Keimscheibe liegt, da dieser einen wesentlich geringeren Brechungswert 
aufweist, wie die nachfolgenden Zahlen fiir {mp}? von vier frisch gelegter 
Kiern zeigen, wobei sich die eingeklammerten Werte auf den Bildungs 
dotter beziehen: 1.4214 (1.4164); 1.4230 (1.4165); 1.4235 (1.4150); 1.4232 
(1,4122). 

Zur Bestimmung des Brechungsexponenten von Dotter und Eiklar 
ist das Abbesche Refraktometer am besten geeignet, da sein MeBbereich die 
in Frage kommenden Brechungszahlen umspannt und die Genauigkeit 
vollkommen ausreicht. Bei dem um ungefahr eine Zehnerpotenz genaueren 
Eintauchrefraktometer wird die praktische Arbeit durch den Umstand 
sehr erschwert, daB fiir Dotter und Eiklar verschiedene Prismen benutzt 
werden miissen. 

Die Ausfhihrung der Bestimmung gestaltet sich wie folgt: 

1. Offnen des Kies und Trennung von Dotter und Eiklar durch AbgieBen 
des letzteren nach Hausfrauenart. 

2. Homogenisierung des Eiklars durch wiederholtes Aufsaugen in eins 
Pipette mit feiner Spitze, wodurech die zum Teil gelatinése Beschatfenheit 
einer gleichmaBigen Durechmischung weicht. Mit der gleichen Pipette 
wird nun ein Tropfen Eiklar auf das Prisma des Abbeschen Retraktometers 
gebracht und bei Zimmertemperatur die Ablesung vorgenommen. 

3. Reinigung der Prismen mittels eines feuchten Wattebausches und 
vollstandige Trocknung derselben. 

4. Anstechen der Dotterkugel mittels eines nicht zu fein ausgezogenen 
Glasrohres in der Nahe der Hagelschnurbefestigung (Nahrdotter!), ein- 
saugen und auftragen auf das Prisma unter gleichzeitigem Durehmischen 
Ablesen bei Zimmertemperatur. 

5. Berechnung von Wertzahl und Alterungszahl. 

Bei der Berechnung der Alterungszahl sind je nach der Versuchs 
temperatur folgende Brechungswerte des Normaldotters zu verwenden 


Temperatur: 15°C... . . [mpl?: 1,4204 
ck cee + 1,4203 


US 2 6 vs 1,4200 
Re ; 1.4199 
20°C ar eee sg 1.4195 


22°C oe ee i 1,4190 
- oh Se - 1.4185 


a 0 i a Pe 1,4182 
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Zusammenfassung. 


1. Bei der Lagerung der Eier gehen im allgemeinen zwet verschiedene 
Prozesse vor sich, die Wasserabgabe des Eiklars nach auBen (Abtrocknung) 
ind der Stoffaustausch zwischen Dotter und Eiklar (innere Alterungs- 

rgange ). 

2. Die itiblichen Untersuchungsmethoden, wie Feststellung des 
-pezifischen Gewichts und der GréBe der Luftkammer, erfassen blob 
die Abtrocknung, nicht hingegen die inneren Vorgange, sind daher fiir 
die Ermittlung des Gebrauchswertes der Eier ungeeignet. 

3. Der Phosphatibertritt vom Dotter in das Eiklar laBt sich als 
Mapstab fiir die Alterung benutzen, wofiir eine quantitative Methode 
unter Verwendung des Pulfrich-Photometers angegeben wird. Dieses 
Verfahren ist jedoch ziemlich umstandlich, kostspielig und wenig genau. 

4. In der refraktometrischen Untersuchung ergab sich ein einfaches, 
hinlanglich genaues und fiir Eier aller Handelsklassen anwendbares 
Verfahren, das sowohl Abtrocknung als auch innere Alterung zu er- 
fassen gestattet. Die Wertzahl des Eies, d. i. die tausendfach. Differenz 
zwischen dem Brechungsexponenten von Dotter und Eiklar, ist ein 
Mabstab fiir den Gebrauchswert desselben und die <Alterungszahl, 
d.i. der tausendfache Wert der Abweichung der Brechungszahl des 
Dotters des Versuchseies von jener des Dotters eines frisch gelegten 
Kies, liBt erkennen, inwieweit die innere Alterung vorgeschritten ist; 
sie leistet wertvolle Dienste bei der vergleichenden Beurteilung ver- 
schiedenartig gelagerter bzw. konservierter Eier. 
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Biochemie, Moskau.) 


(Eingegangen am 29, April 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Schon friihzeitig hatte man versucht, Mikroorganismen auf kiinst 
lichen synthetischen Nahrbéden zu ziichten mit dem Zwecke, ihren 
Bedarf an Mineralstoffen festzustellen. 


So hat z. B. Raulin in den Jahren 1869 bis 1870 eine derartige Nahi 
lésung vorgeschlagen, die seitdem weite Verbreitung gefunden hat. Ihr 
Aschenbestand enthielt bloB fiinf Elemente (Phosphor, Schwefel, Kalium, 
Magnesium, Eisen), die fiir das Wachstum des Schimmelpilzes Aspergillus 
niger unentbehrlich waren, und noch ein sechstes Element (Zink), welches 
stark wachstumsférdernd wirkte. Doch haben spatere Untersuchungen 
die Unsicherheit und Unzulanglichkeit saimtlicher friiheren, ohne peinlichste 
Beibehaltung der methodischen Kautelen durchgefiihrten Versuche klar- 
gelegt. Die niederen Organismen, insbesondere die Einzelligen, bediirfen 
meistens so verschwindend kleiner Mengen Mineralstoffe, da dieselben als 
schwer zu beseitigende Beimengungen und Verunreinigungen in anderen 
zur Anwendung kommenden Reagenzien bzw. im destillierten Wasser 
vorkommen kénnen; sie kénnen auch aus den Glaswinden der Versuchs- 
gefaBe ausgelaugt werden. Das Ausbleiben der Entwicklung bei Aus- 
schaltung des fraglichen Elementes aus dem Bestand der Nahrlésung dart 
wohl als zwingender Beweis seiner Notwendigkeit gelten. Beim entgegen- 
gesetzten Ausfall des Versuchs bleibt jedoch zu beweisen, da das aus- 
geschaltete Element tatsaéchlich vollstandig beseitigt ist und nicht irgendwie 
in die Versuchslésung eindringt. 

Benecke (1907) war der erste, der die minerale Ernaihrung von Mikro- 
organismen mit einer hinreichenden Genauigkeit untersuchte. Er stellte 
fest, daB das Milieu fiir die von ihm untersuchten Bakterien (Bacillus 
fluorescens liquefaciens und B. pyocyaneus), abgesehen von einer Stickstoff- 
und Kohlenstoffquelle, nur noch Ionen von Kalium und Magnesium, sowie 
Phosphat- und Sulfationen enthalten muBte. Als einfachste vollwertige 
Nahrlésung, in welcher Wachstum sowie normale Pigmentbildung erfolgte, 
empfiehlt er eine Lésung von Asparagin (als Quelle von organisch ge- 
bundenem Stickstoff und Kohlenstoff), von Kaliumsulfat und Magnesium- 
phosphat. Die Konzentration der Kalium- und Magnesiumionen in det 
Lésung konnte weitgehend variiert werden, ohne die Geschwindigkeit 
des Wachstums zu beeinflussen. So wurde das Wachstum nur unbedeutend 
verlangsamt. wenn die Kaliumkonzentration auf das Tausendfache 
bis 0,02 mg- vermindert wurde (der erforderliche Gehalt an Sulfationen 
wurde dabei durch Einfiihrung von MgSO, besorgt). Bei vollstandige1 
Beseitigung von Kalium und Magnesium trat kein Wachstum ein. Natrium, 
Calcium und Eisen waren dagegen fiir das normale Wachstum nicht er- 
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forderlich. Ahnliche Ergebnisse hat auch eine sehr sorgfaltige Untersuchung 
von Vera Reader (1927) an einigen Bakterien (Sarcina und Streptothrix) 
rgeben. Die von ihr verwendete Nahrlésung enthielt auBer Traubenzucker 
die Sulfate von Ammonium und Magnesium, sowie die beiden Phosphate 
das primare und das sekundiare) des Kaliums. Im Gegensatz zu Benecke 
emptiehlt jedoch Reader dieser L6sung noch etwas Chlor (NaCl) sowie 
Caleium hinzuzufiigen; kleine Mengen des Caleiums férderten das Wachstum. 


Zahlreiche Untersuchungen wurden auch der Ziichtung von Hefe 
an kinstlichen Nahrmedien gewidmet. Obwohl diese Untersuchungen 


hauptsachlich das Studium des ,, Bios’ — eines ftir die Hefe notwendigen 
vitaminartigen Stoffes bezweckten, kénnten sie gleichzeitig auch zur 


Feststellung der fiir die Hefe notwendigen Mineralkomponenten der 
Nahrung benutzt werden. Leider erweisen sich diese Versuche infolge 
unterlaufener grober Fehler zur Beantwortung der letzten Frage voll- 
standig ungeeignet. 

So haben z. B. mehrere Forscher als organische Kohlenstoffquelle 
ungereinigten Zucker benutzt, der stets betrachtliche Mengen mineralischer 
Beimengungen enthalt (Fudmer, 1921, 1923; Peskett, 1924; Copping, 1929). 
Das zur Férderung des Wachstums dienende Bios wurde vielfach in der 
Form von. ,,Hefefliissigkeit’’ eingefiihrt, wodureh ebenfalls eine unkon- 
trollierbare Quelle verschiedener Verunreinigungen geschatfen wurde. 
Wie wenig schliissig die auf einer so unsicheren Grundlage aufgebauten 
SchluBfolgerungen sind, dariiber zeugen z. B. die Versuche von Fulmer 
(1921), in denen es diesem Forscher gelungen sein soll, ein gutes Wachstum 
der Hefe in Abwesenheit von Calcium und Magnesium zu erzielen (sowie 
offenbar auch von Schwefel, da das Sulfation zugleich mit dem Magnesium 
aus dem Milieu ausgeschaltet wurde !). 


Die genaue Feststellung des Bedarfs von Hefezellen an Mineral- 
stoffen, die den friiheren mangelhaften Untersuchungen nicht gelingen 
konnte, bildete jedoch nicht den einzigen Gegenstand unserer Versuche. 
Einen wesentlichen Teil derselben bildete vielmehr die Bestimmung 
des Mineralbestandes der in kiinstlichen Nahrlésungen geziichteten 
Hefezellen selbst. Friihere Forscher (Benecke, Reader u. a.) begniigten 
sich bestenfalls mit einer méglichst sorgfaltigen Reinigung der zur 
Herstellung der Nahrlésung benutzten Reagenzien. Die in den Lésungen 
geziichteten Zellen wurden auf ihren Mineralgehalt nicht gepriift. 
Indessen ist bekanntlich die lebendige Zelle auBerordentlich befahigt, 
die in AuBerst schwacher Konzentration vorhandenen Stoffe aufzunehmen 
und zu speichern. Es ist aubBerst schwierig, die zur Anwendung 
kommenden chemischen Reagenzien (insbesondere die organischen 
Stoffe wie Traubenzucker) von den allerletzten Spuren anorganischer 
Verunreinigungen vollkommen zu befreien. Daher darf auch die sich 
aus den Untersuchungen von Benecke und Reader ergebende Ent- 
behrlichkeit des Eisens fiir die Bakterien nicht als endgiiltig bewiesen 
gelten. Ahnliche Bedenken sind auch beziiglich anderer mineralischer 
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Stoffe berechtigt. Sie kénnen nur durch eine Analyse des Ascher 
bestandes der Hefezelle selbst beseitigt werden. Aus einer solche: 
Analyse laBt sich eindeutig bestimmen, ob in der Zelle ein gewiss: 
Minimum des betreffenden Elements doch immer verbleibt, oder o 
dieses Element bei einer steigenden Reinheit des Versuchs der Nu 
zustre bt. 

Es entsteht hieraus eine weitere Aufgabe: in einem méglichis' 
groben Konzentrationsintervall die Abhangigkeit des Natrium- und 
Calciumgehalts der Hefe von ihrer Konzentration in der Lésung 
zu verfolgen. Derartige Versuche wurden vielfach an zellfremde: 
Elementen (z. B. Rubidium und Casium) ausgefiihrt. Wenn aber di: 
Speicherung solcher tiberall verbreiteter Tonen, wie Na oder Ca unte1 
sucht wurde, lieB sich ihre Konzentration in der Nahrlésung nie in so 
weiten Grenzen, vom Nullpunkt an, variieren, wie es in unseren Ve1 
suchen mdéglich war. 

Unsere Arbeit soll zugleich die vergleichende Untersuchung de: 
Rolle von Mineralionen in der Ernahrung pflanzlicher und _ tierische: 
Organismen einleiten. Unsere Kenntnisse tiber den Mineralbedarf des 
tierischen Organismus sind zur Zeit a4uBerst unbefriedigend. Diesen 
Mineralbedarf wollten wir an der Drosophila, einer Fliege, die sich von 
Hefezellen ernahrt, untersuchen. Die Ziichtung von natrium- und 
calciumfreier Hefe wiirde daher die Vorbedingung fiir die genannté 
Untersuchung bilden. 


Methodik. 


Als Grundlésung zur Ziichtung der Hefe wurde von uns eine Lésung 
folgender Zusammensetzung verwendet: 


rae. Ee ale eae SS 
EIGN G? NEP oN ee we eee eM ee 0.1 g 
ea est oes Boe me So 0.01 g 
PiLpeeeUbee Ss Se Rea 10 g 
Aqua bidestillata. ....... . bis 100 ccm 


(In den ersten Versuchen wurde das Magnesiumsulfat in einer Konzentration 
von 0,1°, genommen; spiter erwies sich eine Konzentration von 0,01 

als vollkommen ausreichend.) Zur Bereitung der Lésungen wurden durchweg 
nur die reinsten Reagenzien der Firma Kahlbaum benutzt (Salze ,,zur Analys« 
mit Garantieschein**, Traubenzucker chemisch rein). Derartige Reagen 
zien dienten auch zu den nachfolgenden Analysen. Samtliche zur Ver 
wendung kommenden Reagenzien wurden mittels entsprechender Mikro 
methoden (s. unten) auf ihren Calcitumgehalt gepriift. Gelést wurden die 
Reagenzien in Wasser, das zum zweiten Male in einem Destillationsapparat 
aus Pyrexglas destilliert wurde. Die Lésungen wurden ausschlieBlich in Jena 
Geraten vorbereitet und verwahrt; in denselben wurde auch die Ziichtuny 
der Hefe, sowie die darauffolgende Bearbeitung und Analyse des Versuchs 
materials vorgenommen. Wie bereits Herbst (1901, s. auch Benecke, 1907) 
nachgewiesen hat, wird aus dem Jena-Glas etwas Magnesium und Zink 
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wie Sulfat ausgelaugt. Eine Abgabe von Natrium oder Calcium diirfte 
ber nicht zu befiirehten sein. 

Als Impfmaterial wurde ein Stamm von Saccharomyces cerevisiae 
erwendet, der aus kauflicher Bierhefe geziichtet wurde und nicht weniger 
is zehn aufeinanderfolgende Impfungen auf unserer Grundlésung durch- 
remacht hatte. Es wurde stets mittels einer Platinése steril tiberimpft. 
Somit war auch die Gefahr, mit dem Impfmaterial etwaige Verunreinigungen 
inzufiihren, beseitigt. 

Unter den verwendeten Reagenzien war es nur der Traubenzucker, 
ler ernste Bedenken wegen mineralischer Verunreinigungen einftl6Ben 
konnte. Es wurden verschiedene Traubenzuckerpraparate gepriift und die 
iiblichen Methoden zu deren Reinigung angewendet. Ein russisches Praparat 
les ,,Goslaborsnab* (Staatliche Fabrik fiir Laboratoritumsbedart) enthielt 


3.5mg-°, Calcium. In einem Praparat der Firma Kahlbawm wurden etwa 
0.95 mg-°,, desselben vorgefunden. Zuletzt haben wir von Kahlbauwm ein 


sehr reines Praparat erhalten, das auBerst wenig Calcium (weniger als 
0.2 mg-°,,) enthielt; dieses Praparat wurde bei den spateren Versuchen 
henutzt. Wir haben auch versucht, das russische Traubenzuckerpraparat 
durch Fallung aus Alkohol vom Calcium zu befreien. Nach zweimaliger 
Fallung wurde der Caleciumgehalt von 3.5 bis etwa 1,0 mg-°,, herabgesetzt; 
eine weitere Verminderung des Calciumgehalts bot gréBere Schwierig- 
keiten. Da wir somit wenig Aussicht hatten, ein reineres Praparat darzu- 
stellen als das beste uns zur Verfiigung stehende Kahlbaum-Praparat, 
wurde auf weitere Bemiihungen in dieser Richtung verzichtet. Es muB 
hier ausdricklich betont werden, da®& selbst mehrmalige Faliung und 
Umkristallisierung des Traubenzuckers noch keine geniigende Garantie 
seiner vollstandigen Befreiung von anorganischen Verunreinigungen gewahr- 
leistet. Obwohl dies auch bei den sorgfaltigsten Untersuchungen gewohnlich 
behauptet wird; eine analytische Priifung des Praparats darf auch in 
diesem Falle nicht ausbleiben. 

Die Hefe wurde auf dem synthetischen Medium im Thermostaten bei 
27 bis 30° geziichtet. Die Ziichtung dauerte in verschiedenen Versuchs- 
serien 8 bis 14 Tage und ergab eine Ausbeute von 0.4 bis 1.0 g Trocken- 
gewicht pro Liter Nahrlésung. Die Hefe wurde zentrifugiert, mit destilliertem 
Wasser gewaschen, getrocknet und verbrannt. Die Verbrennung erfolgte ent - 
weder auf nassem Wege mittels Salpetersiure und Wasserstoffsuperoxyd oder 
im Muffelofen. Das Caleium wurde nach Kramer und Tisdall bestimmt. War 
der Caletumgehalt zu gering. um nach dieser Methode bestimmt zu werden, 
so wurde das mikrochemische Verfahren nach Behrens und Aley (1921) an- 
gvewendet (das Erscheinen mikroskopischer Kristéllechen von CaSQO,). Das 
Natrium wurde kolorimetrisch nach \JeCance und Shipp (1931) bestimmt 
das Natrium wird als Uranylzinknatriumacetat gefallt und dann die Farb- 
reaktion des Uranyls mit dem Kaliumferrocyanid kolorimetriert).— Fiir 
kleinere Natriummengen wurde die mikroskopische Methode von Behrens 
und Aley (Kristallchen von Magnesiumnatriumuranylacetat) verwendet. 


Versuchsergebnisse. 

Es wurden zur Untersuchung der Calciumspeicherung mehrere 
Versuchsserien durchgefiihrt: solche mit reinsten synthetischen Nahr- 
l6sungen, mit einer ebensolchen Lésung, die jedoch Traubenzucker 
niedriger Qualitat (mit 0.95 mg-°, Calcium) enthielt, sowie mit 
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Lésungen, denen verschiedene Mengen CaCl, hinzugefiigt wurde 
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle I zusammengestell 
In der ersten Kolonne ist die Seriennummer des Versuchs angegebe) 
in der zweiten die abgerundete Konzentration des Calciums in cd: 
Nahrlésung. Unter Einfiihrung entsprechender Korrekturen wird 
der dritten Kolonne die genaue Konzentration des Calciums am End 
des Versuchs angefiihrt. Bei ihrer Berechnung wurde sowohl das iib 
schiissige Calcium, das von dem Traubenzuckerpraparat stammte, w 
auch die von der Hefe aus der Loésung absorbierte Calciummenge beriick 
sichtigt. Weitere Kolonnen enthalten den Calciumgehalt der Het 
(absolut sowie in mg pro 100 g trockener Hefe) und den ..Speicherungs 
quotienten”, d.h. das Verhaltnis des Calciumgehalts der Hefe zu 
demjenigen des Mediums. 


Tabelle I. 


Speicherung von Calcium. 





Caleium in der Nahr- 
losung Calcium in der Hefe 


Konzentration in mg- 


Serie Speicherungs 
; Pano pro 100g juotient 
anfing- korri- a trockener Mittel 
liche gierte > one Hefe in mg- 
in meg . 
Nr. in mg- 
I eT8) 89.878 1.312 93 93 1,03 
II 30 29,925 0,422 58,7 | 
os “ 8 8 
II 30 29.947 0231 530 | os 
I 9 8.950 0,597 52 | 
II 9 8,978 0,219 46.6 , 46,8 5,2 
Ill 9 9,023 0,172 42.0 
II 2 2.080 0,148 37.0 | op 5 18.2 
Il 2 1,993 0.152 0 4 - 
III OS 0,791 0,112 24.0 24.0 30.0 
TIT 0.3 0.291 0,092 18.) 18.0 690.0 
Auber Serie 0,010 etwa 0.006 0.036 (4.4) 
A 0,010 . 0,006 0.036 (4,4) (3.6) (550) 
a 0.010 . 0.097 0.024 (2.6) cad ni 
Il 0,010 . 0,007 0,924 (2,9) 
Ill 0 0 
Auber Serie 0 0 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, erreicht der Speicherungsq uotient 
erhebliche Werte bei kleinen Calciumkonzentrationen, nimmt_ be 
Erhéhung der Konzentration stark ab und strebt zuletzt dem Wert 1 
zu. d. h. einer gleichmaBigen Verteilung. Die Abhangigkeit der Calcium 
speicherung von der Konzentration weist somit eine Analogie mit de1 
Adsorptionskurve auf, worauf schon gelegentlich der Speicherung ver- 
schiedener Stoffe durch die lebende Hefe hingewiesen wurde. Es erschien 
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laher naheliegend, die Abhangigkeit zwischen dem Calciumgehalt in 
er Lésung und in den Hefezellen durch die Adsorptionsgleichung 


juantitativ auszudriicken. Selbstverstandlich darf diese rein formelle 
\nalogie keineswegs zu einer Deutung der Speicherung als echten 


AdsorptionsprozeB fiihren. 


Bezeichnet man mit 2 die Konzentration des Caleiums in der Lésung, 
nit y seinen Gehalt in der Hefe, so laBt sich ihre Abhangigkeit durch die 
Formel ausdriicken: 


uy ar", 


wo @ und » empirische Konstanten sind. Um diese Konstanten graphisch 
zu bestimmen, wird die logarithmische Form det Adsorptionskurve benutzt 


s. Abb. 1). An der Abszissenachse wird log 2, an den Ordinaten log ¥ 


- = 50} 
> § 
cogil 3 | 
L474 Sw} 
& 
ge 
D> 27) 
Rey 
ol 1 —— - 4 . 
-f 0 7 2 3 Q 10 20 30 
log x mg % Ca. in der Losung 
Abb. 1 Abb. 2. 


aufgetragen. Wie es auch bei der Adsorptionsgleichung der Fall ist, liegen 
die experimentellen Daten in einer Geraden. Auf det Nullordinate dieser 
(Gieraden wird der Koeffizient @ abgelesen; der tangens des Neigungswinkels 
der Geraden gibt den Exponenten m an. Fuhren wir die auf diese Weise 
erhaltenen Werte von @ und in obige Gleichung ein, so erhalten wir die 
Formel: y 24.0 29:27; nach dieser Formel ist auch die theoretische Kurve 
der Calciumspeicherung berechnet (Abb. 2). Die auf derselben eingetragenen 
experimentellen Punkte stimmen mit den berechneten gut tberein. 

Bei einer fortschreitenden Entfernung des Calciums aus der Nahi 
losung fallt auch sein Gehalt in der Hefe, wie es die Kurve zeigt, steil 
herunter. In der reinsten Nahrlésung lieB sich das Calcium in der Hefe 
iiberhaupt nicht mehr nachweisen, konnte also 0,05 mg-°,, jedenfalls 
nicht tibersteigen (was der Empfindlichkeitsgrenze der angewendeten 
Methode entspricht). Der Verlauf der Kurve, die deutlich gegen Null 
konvergiert. liBt keinen Zweifel bestehen, daB es méglich ist, Hefe 
absolut frei von Caleium zu ziichten. Allerdings darf daraus nicht 
gefolgert werden, daB das Calcium iiberhaupt keine Rolle bei der Ent- 
wicklung der Hefe spielt. Seine vollstindige Beseitigung scheint das 
Wachstum der Hefe etwas zu verlangsamen. Ahnliche Beobachtungen 
iiber die wachstumsférdernde Wirkung des Calciums bei Mikroorganismen 
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wurden bereits von Fulmer und Reader gemacht. Es besteht auch d 
Méglichkeit eines mehr spezifischen Einflusses desselben [z. B. na: 
Haines (1932) auf die Bildung von Hefeproteasen |]. 

Kine andere Versuchsserie befaBte sich mit der Speicherung y: 
Natrium, das als NaCl der Grundlésung zugesetzt wurde. Die Ergebnis 
dieser Versuche sind in der Tabelle Il zusammengestellt. 


Tabelle II. 


Speicherung von Natrium. 





Natrium in der Nahr- 
losung Natrium in der Hefe 


Konzentration in mg-°/9 
Basia - Speicherung 
are coe pro 100¢ quotient 
anfing- korri- oe trockener Mitte] 
liche gierte oh _ Hefe in mg-° 9 

om in mg io me-* 

I 200 ——-199,80 1,690 314.0 | gar Le 
III 200 199,84 1,286 3485 {| °°" 

I 50 49.813 1.807 304.4 | 

II 5D 49,822 1,770 296,7 313,4 6,2 
I 50 49864 1286 3398 | 

| D 4,891 1,021 162,2 

Il i) 4,870 1,231 128,0 | 163.5 33 5 
II 5 4,850 1.429 197,1 | si bad 

Auber Serie 5 4.862 1,310 170,1 
0 0 0 


(3 Versuche) 


Bei Erhéhung der Natriumkonzentration nimmt der Speicherungs 
quotient stark ab, wie es bereits auch fiir das Calcium gezeigt wurde 
Doch wird Natrium von der Hefe in viel staérkerem MaBe als Calcium 
gespeichert: wenn die Konzentration dieser Kationen in der Lésung 
gleich 5 mg-°% ist, betragt ihr Gehalt in der Hefe im Falle des Natriums 
163,5 mg-°,. im Falle des Calciums 37 mg-°,. Wird aber das Natriun 
aus der Nahrlésung vollstandig beseitigt, so laBt sich natriumfrei 
Hefe ziichten. Bei den Versuchen mit den reinsten Reagenzien konnt: 
das Natrium in der Hefe analytisch nicht mehr nachgewiesen werden 
sein Gehalt war jedenfalls geringer als 0,1 mg pro 100 g Trockengewicht 
der Hefe. 

In der einschlagigen Literatur wurde schon wiederholt die Meinung 
ausgesprochen, dafSZ weder Natrium- noch Calciumionen fiir die Ent 
wicklung der Mikroorganismen unentbehrlich sind. Doch sind die zum 
Beweis dieser Behauptung durchgeftihrten Versuche wenig tiberzeugend 
Nur wenige Forscher haben alle méglichen Fehlerquellen geniigend 
beriicksichtigt und die erforderliche Reinheit der Methodik eingehalten 
Doch wird selbst in diesen Untersuchungen eine Analyse der Aschen 
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estandteile der auf dem synthetischen Medium geziichteten Mikro- 
organismen vermiBt. Dab nur eine solche Analyse eine Birgschaft 
vegen etwaige Verunreinigungen darstellt, erhellt am besten aus der 
neuerdings veréffentlichten Untersuchung von Haines (1932). Dieser 
Forscher scheint alle vorgeschriebenen VorsichtsmaBregeln zur fehler- 
freien Durchfiihrung seiner Versuche beobachtet zu haben (Anwendung 
von Pyrexglas und von bidestilliertem Wasser, Umkristallisieren der 
Reagenzien usw.). Und dennoch geht aus seinen Tabellen hervor, dab 
einige Bakterienarten sich nicht nur ohne Calcium, sondern auch ohne 
Magnesium und ohne Schwefel entwickeln kénnen. Die Annahme 
liegt nahe, daB wenigstens betreffend der beiden letzten Elemente die 
Reinigung der Reagenzien mangelhaft war. 


Schlubfolgerungen. 

1. Es wird festgestellt, daB die Entwicklung der Hefe bei Ab- 
wesenheit von Natrium und Calcium méglich ist. 

2. Bei Anwesenheit von Natrium- und Calciumionen in der Nahr- 
lésung wird ihre Speicherung in der Hefezelle durch eine Adsorptions- 
kurve dargestellt, obwohl der SpeicherungsprozeB nicht als einfacher 
Adsorptionsvorgang zu deuten ist. Natrium wird viel staérker als Calcium 


yespeichert. 
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Uber Hauterkrankungen 
verursacht durch arsenhaltige Wandfarben. 


I. Mitteilung: 


Das Speicherungsvermégen yon Arsenverbindungen im tierisehen 
Organismus. 


Von 
M. Oppenheim und P. Fantl. 
(Aus der Abteilung fiir Haut- und Geschlechtskranke des Wilhelmine: 
spitals in Wien.) 


(Eingegangen am 29, April 1934.) 


In der letzten Zeit spielen die Erkrankungen, die durch kleinst: 
Mengen metallischer und ahnlicher Gifte entstehen, die durch langer 
Zeit hindurch in den Organismus aufgenommen werden, eine imme! 
groBere Rolle. Es sei nur an die Veréffentlichungen Stocks! iiber dir 
Schadigungen kleinster Quecksilbermengen und iiber die Gefahrlich 
keit der Amalgamfillungen erinnert. Borinsky? hat ferner gezeigt 
daB die wichtigsten Nahrungsmittel ebenfalls kleinste Quecksilber 
mengen enthalten. 

Bei den Arsenvergiftungen, die durch Gegenstande des tagliche: 
Gebrauches, durch Nahrungsmittel, durch die Mauerfarben und Tapete1 
hervorgerufen werden, kommen wohl gréBere als die Quecksilbermenge) 
in Betracht. Das Schrifttum iiber diese Frage ist sehr umfangreich 
Hygieniker und Gewerbearzte haben sich damit vielfach’ befaBt, so 
daB die Kenntnisse der Schadigungen des Nervensystems und des 
Verdauungskanals durch Arsen sehr griindlich sind. Die Hautverande 
rungen bei diesen chronischen Arsenvergiftungen wurden dagege? 


bisher wenig beachtet oder nicht erkannt. Erst das Studium der so 


verschiedenen Hautschadigungen, die man bei der Unvertraglichkeit. 
Uberempfindlichkeit und Kumulation der verschiedenen Salvarsan 
praparate beobachten konnte, hat dem einen von uns den Gedanke: 
nahegelegt, dal} Hautkrankheiten, die den eben erwahnten gleichen 
vielleicht durch Arsenaufnahme in den Organismus hervorgerufe: 
sein kénnten. 

Eigene Untersuchungen an Harn, Haaren und Nageln von Patiente1 
die unter dem Bilde einer vermutlichen Arsenschadigung erkrankt 
waren, fiihrten zu so schwankenden Ergebnissen, da} wir uns genoétigt 

! Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 461. 1926. — * Klin. Wochenschr. 193! 
S. 149. 
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sahen, die Speicherungsverhaltnisse — einzelner Arsenverbindungen 


lurch Tierversuche zu klaren. 


Versuche mit arsenigsaurem Natrium. 


Ein mannliches Meerschweinchen im Gewicht von 476g erhielt neben 
ler normalen Nahrung wahrend 41 Tagen, taglich von 0,1 bis 0.35 cem 
steigend, eine 1° ige Arseniklésung als Natriumarsenit per oral verab 
eicht. Im ganzen also 90 mg As,O3. Das Tier starb 5 Stunden nach der 
etzten Gabe. Nach einer Gewichtssteigerung auf 570 g¢ trat Abnahme aut 
540 gein. Bei der Entnahme der Organe wurde eine hochgradige Verfettung 
der Leber und ein akuter Milztumor festgestellt. Der Arsengehalt der 
intersuchten Organe ist aus der Tabelle ersichtlich. 





Natriumarsenit Kakodyl-  Myosalvarsan Neo- Spirocid 
saures Na jntramuskulir salvarsan oral 
fs ‘ sub- intra- intra- 
oral — Deniges  antay  muskulir I ll yenvs I il 
Haut . . } 0,2" 03 0,06 0,035 0.4 0.41 0.5 0.04 0.02 
Haare. . 0,88 | ~” 0,46 0,27 0,03 0,07 0,05 0,03 0,024 
Leber. . 0.77 38,3—4 0,046 O14 0.047 O1 
Niere . 0,41 1—1,2 0,054 0.35 . 0.0 0.15 


* Alle Zahlen sind in mg Arsen je 100 g Substanz angegeben. 


Die Haare sind am arsenreichsten, wahrend die Haut die geringsten 
Mengen Arsen enthalt. Denigés! fand nach peroraler Verabreichung 
von 135mg arseniger Siure als Natriumarsenit wahrend 9 Tagen an 
einem Hund Ergebnisse, die den unseren qualitativ ahnlich sind. Da 
Denigés Haut und Haare gemeinsam untersucht hat, kommt aus seinen 
Zahlen nicht zum Ausdruck, da} das Haar am meisten Arsen enthalt, 
im Gegensatz zur Haut. 

S. Blumenfeldt? hat Studien zur Verteilung des Arsens im Koérper 
von Kaninchen unter besonderer Beriicksichtigung mehrfacher Gift- 
dosen ausgefiihrt und weist darauf hin, daB sich Schliisse aus der Menge 
des gefundenen Arsens in den Haaren auf ein- oder mehrmalige Arsenik- 
darreichung ziehen lassen. Getrennte Untersuchungen von Haut und 
Haaren sind nicht angegeben. Um zu sehen, ob die Art der Zufuhr 
einen EinfluB auf die Verteilung des Arsens in Haut und Haar hat, 
wurde ein anderes Tier mit Natriumarsenit subcutan behandelt. 

Ein mannliches Meerschweinchen, 7 Monate alt, Gewicht 735 g, erhielt 
durch 39 Tage insgesamt 27,5 mg arsenige Saure in Form der 1°, igen 
Arsenitlésung subcutan injiziert. Das Gewicht des Tieres betrug am Schlu 
des Versuchs 642g. 24 Stunden nach der letzten Gabe wurde das Tier 
getétet. Es waren keine wesentlichen Veranderungen der inneren Organe 
zu sehen. Die quantitativen Arsenbestimmungen sind den Befunden des 


! Chem. Centralbl. 1905, I], 641. 2 Deutsche Zeitschr. f. d. Ger. 
Med . 15, 501, 1930. 
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ersten Versuchs gleichsinnig. Wahrend die Haare ein deutliches Speicherungs 
vermogen tir die arsenige Saure haben, finden sich in der Haut nur gering 
fiigige Mengen Arsen. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB die Haare nic} 
sorgtaltig ausgerupft waren. Der wahre Arsengehalt der Haut wird demnac! 
noch etwas geringer sein. Die beiden Versuche zeigen, daB es fiir die Speiche 
rung fiir Arsen in Haut und Haar nicht auf die absolute Menge der bei 
gebrachten Menge arseniger Saure ankommt. Auch die Art der Ein 
verleibung in den Organismus ist fiir die Verteilung nicht wesentlich 


Versuch mit kakodylsaurem Natrium. 


Kin ménnlicher Hase, 6'/, Monate alt, Gewicht 3170 g, erhielt wahrend 


54 Tagen insgesamt 7,% g der obigen Verbindung, entsprechend 3,66 g¢ As 


intramuskular. Das Gewicht des Tieres stieg anfangs auf 3200 ¢ und sank 
zum Schlu®B des Versuchs auf 3170 g. Die inneren Organe, 24 Stunden 


nach der letzten Injektion angesehen, zeigten keine pathologischen Ver 
anderungen. Die Ergebnisse der quantitativen Arsenbestimmungen (Ta 
belle) sind den vorhergehenden Versuchen gleichsinnig. Wiederum ent 
halten die Haare die gr6éBte, die Haut von den gepriiften Organen di 
kleinste Menge Arsen. Die Befunde sind erwartungsgema8 ausgefallen, da 
angenommen wird, daB die Kakodylsaure im Organismus zu anorganischen 
Arsen abgebaut wird. 


Versuche mit Myosalvarsan. 

Kinem Hasen von 2,5 kg Gewicht wurden wahrend 25 Tagen 
0.3g¢ Myosalvarsan, entsprechend etwa 54mg As, intramuskular  in- 
jiziert. Das Gewicht betrug am Ende des Versuchs 2,9 kg. Das Tier 
wurde 24 Stunden nach der letzten Injektion getétet. Die inneren 
Organe zeigten keine pathologischen Verainderungen. Die Tabelle zeigt 
daB die Speicherungsverhaltnisse fiir diese Verbindung von den vorigen 
Versuchen wesentlich abweichen. Hier ist es gerade die Haut, welche 
die gréBte Menge Arsen zuriickhalt, wahrend die Haare sehr geringe 
Mengen davon aufweisen. Burnaschew! gibt an, da’ nach Salvarsan- 
injektionen das Arsen sich in Haut und Haar ablagert. Die Be- 
funde wurden allerdings bloB qualitativ erhoben. E. Remy? hat aus- 
fiihrliche quantitative Bestimmungen zur Kenntnis der in tierischen 
Organen verbleibenden Arsenmengen nach Einverleibungen von Neo 


salvarsan unter Beriicksichtigung des normalerweise in den Organen 
enthaltenen Arsens durchgefiihrt. Die nach exakten Methoden 


durchgefiihrten Analysen ergaben, daB sowohl gesunde wie auch 
syphilitische Kaninchen noch langere Zeit nach erfolgter Salvarsangabe 
erhebliche Arsenmengen zu speichern vermégen. Angaben tiber den 
Gehalt an Arsen von Haut und Haaren macht der Autor nicht. Um 
jedenfalls die unerwarteten Ergebnisse sicherzustellen, wurde ein 
zweiter Versuch mit gréBeren Mengen Salvarsan durchgefiihrt. 


' Zit. nach Heffter, Handb. d. exper. Pharm. 3, 524, 1927. —* Zeitschr. 
f. Immunititsforsch. u. exper. Therap. 68, 395, 1930. 
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Kin weiblicher Hase. Crew icht 1120 g, |} 2 Monate alt, erhielt wahrend 
30 Tagen insgesamt 1,4 g Mvosalvarsan, entsprechend etwa 0,25 g As. 


Das letzte Gewicht betrug 2210 g. Die Organe 24 Stunden nach der 
etzten Injektion entnommen waren nicht verandert. In Ubereinstimmung 


it dem vorigen Versuch zeigt sich auch hier wieder das gute Speicherungs- 
vermégen der Haut fiir Arsen nach Myosalvarsaninjektionen. Die Haare 
nthalten nur geringfiigige Mengen Arsen. Die Befunde sind auffallend, da 
e Haare als epitheliales Gebilde zumindest den gleichen Gehalt an Arsen 
suifweisen sollten als die Haut. Die in den Versuchen stehenden Tiere 
waren durch die Salvarsangaben im Wachstum nicht gestért. Das Haarkleid 
war gut ausgebildet. Freilich sind wir nicht unterrichtet, in welchen Schichten 
der Haut das Arsen gespeichert wird. Dariiber kénnen nur histochemische 
Untersuchungen AufschluB8 geben. 

Wir hatten auch noch Gelegenheit, Haut und Haare eines Kaninchens 
zu untersuchen, dem wahrend 1! , Monaten Neosalvarsan intravenés verab- 
reicht wurde. Wieder enthielt die Haut, von den Haaren befreit, sehr 
reichlich Arsen, wahrend die Haare nur Spuren davon aufwiesen. 


Versuche mit Spirocid. 

Kin weibliches Kaninchen, 1*/, Monate alt, Gewicht 970g, erhielt 
wahrend 43 Tagen zusammen 0,59 g Spirocid per oral verabreicht, ent- 
sprechend 0,22 g¢ As. 24 Stunden nach der letzten Gabe wurde das Tier 
bei einem Gewicht von 2005g) getétet. Die Organe zeigten makroskopisch 
keine Veranderungen. Trotz der relativ groBen Menge der einverleibten 
Arsenverbindung konnten durchwegs nur geringtiigige Mengen Arsen in 
den gepriitten Organen gefunden werden. Da eine so unvermutet rasche 
\usscheidung des Spirocids festgestellt war, wurde ein zweiter Versuch 
durchgefiihrt, bei dem das Tier 41/, Stunden nach der letzten Gabe ge- 
tétet wurde. 

Kin mannlicher Hase, 2240 g, erhielt wahrend 28 Tagen 1,08 g Spirocid 

04g As. Das Endgewicht betrug 2480 g. Haut und Haare enthielten 
wieder bloB sehr geringe Mengen Arsen. Leber und vor allem die Nieren 
enthielten etwas mehr, was ja auch nach den gewahliten Versuchsbedingungen 
zu erwarten war. 

Zur quantitativen Arsenbestimmung selbst konnte nur eine 
Methode zur Anwendung kommen, die in einem weiten Konzentrations- 
bereich von Spuren bis zu Milligrammprozenten Arsen durchftihrbar ist. 

Wir haben uns deshalb entschlossen, das Arsen nach der Methode 
Marsh-Lockemann zur Abscheidung zu bringen. Bei dieser Art der 
Durchfiihrung werden nur wenige Reagenzien verwendet, was von 
Wichtigkeit ist, da die Gefahr einer Einschleppung von Spuren Arsen 
auf ein Minimum herabgedriickt wird!?. 

Der Nachweis und die Bestimmung des Arsens geschah wie folgt: 

| bis 10 g des Materials wurden mit einem Gemisch von konz. Salpeter- 
und Schwefelséiure (1:1) verascht, die Nitrosylschwefelsiure durch reich 
lichen Wasserzusatz zerstért und die Fliissigkeit bis zum Auftreten von 

' Die ersten zahlreichen Untersuchungen an Materialien von Patienten 
wurden von Herrn Hofrat FE. Freund durchgefiihrt, wotiir ihm auch an 
dieser Stelle gedankt sei. 
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Schwefeltrioxvdwolken erhitzt. Nach dem Erkalten wurde auf etwa 20°, js 
Schwefelsiure verdiinnt und in den Marshschen Apparat eingetrage 
Nach etwa zweistiindiger Dauer wird abgebrochen. Liegt ein sehr schwache 
Belag vor, entsprechend einer Menge bis etwa 10 7 As, dann wird die Al 
schatzung mit Vergleichsspiegeln vorgenommen, oder kolorimetrisch nac} 
der folgenden Methode: 

Die Marshsche Réhre wird vor dem BKelag abgeteilt, am Ende mit 
einer Gummikappe versehen und in ein kurzes Jenaer Reagensglas gestellt 
Man mift in das Glas 1 cem einer Lésung von Wasserstoffsuperoxyd in 
Natronlauge (9cem n NaOH und leem 3°, ig. H,O,) und zieht mit Hilf 
der Gummikappe die Lésung ein. Der Arsenspiegel verschwindet sehr bald 
Durch Einstellen in siedendes Wasser wird das tiberschiissige Wasserstoft 
superoxyd zerstért. Nach 1 Stunde ist das sicher der Fall. Durch Zusat: 
von 0,1 cem einer 10 n Schwefelsaure wird die Fliissigkeit neutralisiert 
Die weitere Behandlung erfolgt nach den Angaben von AKuttner und Cohen 
Zu beachten ist, daB auf Zusatz der Molybdatlésung die Probe farblo 
bleiben muB. Gelbtarbung zeigt Wasserstoffsuperoxyd an. SchlieBlic! 
wird auf 2ccm aufgefiillt und gegen eine Standardlésung kolorimetriert 
Diese wird durch Verdiinnung aus haltbarer n/10 Arseniklésung hergestellt 
und genau so wie die zu untersuchende Probe behandelt. Der Nachwei- 
ist recht empfindlich. Man erhalt noch wahrnehmbare Blaufaérbungen m 
0.1 7 As. Freilich muB man sich von der Reinheit der verwendeten Reagen 
zien im Blindversuch iiberzeugen. Dann ist zu beriicksichtigen, daB die 
Farbungen von Mengen unterhalb 0,01 mg As nicht mehr streng proportiona! 
der vorhandenen Menge sind. D.h., da’ die Bestimmungen in diesen 
Bereich blo&B Schatzungen sind. 


Fiir Mengen iiber 67 As haben wir folgende Methode ausgearbeitet : 
Das elementare Arsen wird in der Warme durch alkalische Ferricyankalium 
lésung zu Arseniat oxydiert und der Uberschu8 mit Natriumthiosulfat 
zuriicktitriert. Die Durechfiihrung geschieht wie folgt : 

Die Marshsche Roéhre wird vor dem Belag abgefeilt, mit einer Gummi 
kappe versehen und in ein Kochglas, wie es zur Blutzuckerbestimmung 
nach Hagedorn-Jensen? iiblich ist, eingestellt. Es werden 2 cem = n/200 
Kaliumferricyanid nach Hagedorn-J ensen zugesetzt (ausreichend fiir 0,15 mg 
As) und weiter 4cem ausgekochtes destilliertes Wasser. Nach Einstellen 
in ein Wasserbad wird 30 Minuten im Sieden gehalten; dabei geht das 
Arsen in Lésung. Gelegentlich wird mittels der Gummikappe eingesaugt 
und ausgedriickt. Gleichzeitig werden zwei Blindversuche mit Ferricyaniad 
und Wasser wie oben angesetzt. Nach vollstaéndigem Erkalten wird mit 
Essigsiure, Zinksulfat-Jodkaliumlésung und Starke genau nach der Vor 
sehrift von Hagedorn und Jensen versetzt und mit frisch bereiteter n/500 
Thiosulfatldsung (2cem n/10 auf 100 cem) bis zum Umschlag titriert. 
Nach Abzug der verbrauchten Thiosulfatlbsung vom Blindwert erhialt 
man die zur Oxydation des Arsens notwendige Menge an Ferricyanid. 
Jeder cem n/500 Lésung entspricht 0,03 mg As. Die Methode wurde an 
Arseniklésungen, die durch entsprechende Verdiinnung aus n/10 Lésung 
hergestellt waren, tiberpriift. Bis zu 15 7 As findet man den Ausgangswert 


bis zu etwa 2°. wieder. Von 15 7 bis 6 + As betragt der Fehler im Durch 
schnitt 10°... Bei kleineren Mengen wird der Fehler so gro, daB sie so 


nicht mehr bestimmt werden kénnen. 


1 J. of biol. Chem. 75, 517, 1927. — 2 Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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Ergebnis. 

Nach mehrwoéchentlicher Verabreichung verschiedener Arsen- 
verbindungen an Kleintiere wurde festgestellt, da®B}S~ sich arsenigsaures 
Natrium sowohl bei peroraler als auch bei subeutaner Zufuhr quanti- 
tativ am reichlichsten in den Haaren ablagert!. Die Speicherung in 
der Haut hingegen ist sehr gering. Qualitativ gleich der arsenigen 
Saure verhalt sich die Kakodylsaure. Ein ziemlich genau umgekehrtes 
Verhalten zeigt das Myo- und das Neosalvarsan. Die Haut zeigt fiir 
beide Verbindungen eine gute Speicherungsfahigkeit. Durch das Haar 
werden sehr geringe Mengen Arsen ausgeschieden. Bisher hat die An- 
nahme bestanden, daB die Verteilung von Arsen zwischen Haut und 
Haaren die gleiche ist. Das ist, wie man sieht, nicht der Fall. Eine Er- 
klarung dafiir kann zunachst nicht gegeben werden.  Erst _ histo- 
chemische Untersuchungen kénnen eine Entscheidung bringen. Von 
einer Spéicherung kann bei Spirocid nicht gesprochen werden. Die 
Ausscheidung dieser Verbindung aus dem Organismus erfolgt sehr rasch. 

Die Ergebnisse scheinen uns deshalb wichtig, da man speziell aus 
dem Arsengehalt von Haut und Haaren einen RiickschluB auf die Art 
der verabreichten Arsenverbindung ziehen kann. Ferner sind damit 
auch die widersprechenden Befunde erklart, wonach bei schweren 
Erkrankungen unter dem Bilde einer Arsendermatitis oft nur die 
normaletweise in den Organen enthaltenen Arsenmengen gefunden 
werden. 


1 Siehe z. B. auch die diesbeziiglichen Angaben bei A. Heffter, Chem. 


Centralbl. 1906, I, 66; Vierteljahrsschr. f. d. ges. Med. 49, 194, 1915. 











Die Aktivierung der Hefesaccharase durch ultraviolettes Licht. 
Von 
G. Gorbach und H. Ruess. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Technischen Hochschule Graz.) 
(Eingegangen am 1. Mai 1954.) 


Wie unsere Versuche iiber den EinfluB des Sauerstoffs auf die In 
aktivierung der Hefesaccharase' zeigten, ist die zerst6rende Wirkung 
des ultravioletten Lichtes bei Gegenwart von reinem Sauerstoff in Quarz 
rohren geringer als im Parallelversuch mit Stickstoff. Bei kurzen Be 
strahlungszeiten beobachteten wir sogar eine, wenn auch geringe Wirkwngs 
erhéhung der Hefesaccharase. Es wurde der Vermutung Ausdruck gegeben, 
daB durch den vom ultravioletten Licht aktivierten Sauerstoff die die 
Saccharasewirkung hemmenden Verunreinigungen oxydiert und so un- 
schadlich gemacht werden. Jedenfalls spielt neben der Anwesenheit des 
Sauerstoffs die richtige Dosierung der zugefiihrten Lichtmengen eine ent- 
scheidende Rolle, so daB kurze Bestrahlung zur Aktivierung, lingere zu 
Inaktivierung des Ferments fiihrt. 

Im folgenden teilen wir eine Reihe von Versuchen mit, welche er- 
weisen, daB es tatsiichlich durch entsprechende Dosierung des ultravioletten 
Lichtes gelingt, eine Wirkungssteigerung der Hefesaccharase herbeizufiihren. 

Versuchsmethodik. Beziiglich der Einzelheiten der Enzymgewinnung. 
Bestrahlungstechnik und Messung der Wirksamkeit verweisen wir aut 
friihere Mitteilungen *. Hierzu sei noch nachgetragen, dai wir die Bestrahlung 
in flachen, offenen Schalen mit einem Durchmesser von 10 em vornahmen, 
welche wahrend der Bestrahlung mit Eiswasser gekiihlt wurden. Bei 
Versuchsserien wurden die Enzymlésungen stets in gleicher Schichtdicke 
bestrahlt. Die Fermentwirkung vor und nach der Bestrahlung wurde re- 
fraktometrisch*® gemessen. Als Mai fir die Wirksamkeit unserer Enzym- 
praparate wihlten wir die Brechungsainderung einer 16° ,igen Rohrzucker- 
enzymlésung wihrend 60 Minuten nach dem Enzymzusatz (15°). Zur 
Charakterisierung der Reinheit der Praparate haben wir den Zeitwert 
nach O? Sullivan und Thompson bestimmt. Fiir alle Versuche verwendeten 
wir Leem Enzym in 10 cem der Rohrzucker-Phosphatlésung. 


Versuche mit Hefeautolysaten. Anfanglich fiihrten wir Versuche 
mit gealterten Hefeautolysaten in der Weise aus, daB wir dieselben, 
klar filtriert, eine Minute bestrahlten und gleich danach die Wirksam- 
keit feststellten. Dabei ergaben sich in keinem Falle Wirksamkeits- 
anderungen. Von friiheren Arbeiten* wuBten wir, daB langer bestrahlte 
Enzymlésungen beim Stehen eine Nachinaktivierung zeigen. Es lag 
daher nahe, die kurzbestrahlten Autolysate nach der Bestrahlung 


' G, Gorbach u. H. Pick, Monatsh. Chemie 61, 29, 1932. — ? G. Gorbach 
u. AK. Lerch, diese Zeitschr. 219, 122, 1930; 235, 259, 1931; G. Gorbach 
u. H. Pick, l.c. 3G. Gorbach, diese Zeitschr. 217, 440, 1930. — 4 G. Gor- 


bach u. D. Kimovec, Monatsh. Chemie 61, 407, 1932. 





Dis 
Diz 
bri 
bec 
Be: 
frii 
Be: 
1\ 
ze1 
Dic 
str: 
Vol 
ZW 


erd 
als 
We 
nic 
gle 


er] 





ht. 


In 


ny 


LZ 
Be 
Ys 
en, 
lie 
in- 


nt- 
Al 


ul 
ert 
en 








Aktivierung der Hefesaccharase durch ultraviolettes Licht. 339 


fortlaufend zu untersuchen. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen 
init einem zwei Monate alten Hefeautolysat (Z. W. 237; pu 6.8) bei 
Bestrahlungszeiten von 1, 2!/, und 5 Minuten gibt die Tabelle 1 wieder. 
In jedem Falle blieb die Wirkung gleich nach der Bestrahlung fast 
unverandert. Wesentlich anders sind die Ergebnisse, wenn die Enzym- 
losungen einige Zeit spater untersucht wurden. Die Wirkung stieg 
stark an, erreichte einen Héchstwert und fiel dann wieder ab. Trotz 
vleichzeitiger Ausfiihrung der Parallelversuche gleicher Bestrahlungs- 
zeit fielen die Wirkungsmaxima nicht zusammen. Sie lagen unabhangig 
von der Bestrahlungszeit zwischen der 60. und 130. Minute nach der 
Bestrahlung. Die Hoéchstaktivierung betrug durchschnittlich 16°, 
bei 1 Minute, 19°, bei 21/, Minuten und 21°, bei 5 Minuten Be- 
strahlungszeit, sofern man die Wirkung der unbestrahlten Enzy¥m- 
lssung mit 100°, in Rechnung setzt. Demnach bewirkte eine Be- 
strahlungszeit von 5 Minuten die starkste Aktivierung. Die Wirksam- 
keit stieg nach der Bestrahlung nicht stetig an, sondern durchlief 
mehrere Héhen- und Tiefenpunkte, wie die Versuche mit 5 Minuten 
Bestrahlungszeit besonders deutlich zeigen. Sie schaukelte sich gleichsam 
bis zum Maximalwert auf und klang in derselben Weise ab. 

Um den EinfluB der Reinheit der Saccharasepraparate zu studieren, 
reinigten wir das Hefeautolysat durch Dialyse und endlich durch 
Adsorption an Tonerde C 

Dialysatversuche. Wir unterwarfen das Autolysat einer 24stiindigen 
Dialyse in Rindsdirmen: der Zeitwert fiel hierbei von 237 auf 25. Das 


und Elution mit verdiinntem Ammoniak. 


Dialysat war demnach rund zehnmal reiner als das Autolysat. Tabelle II 
bringt die Ergebnisse dieser Versuche unter sonst gleichen Versuchs- 
bedingungen. Die Wirkung stieg auch in diesem Falle erst nach der 
Bestrahlung an, doch erhielten wir die Maximalwerte durchschnittlich 
friiher. Sie traten bereits zwischen der 15. und 80. Minute nach der 
Bestrahlung auf. Die Héchstaktivierung betrug im Mittel 10°, bei 
1 Minute, 16%, bei 21/, Minuten und 12°, bei 5 Minuten Bestrahlungs- 
zeit. Sie war also allgemein niedriger als bei den Autolysatversuchen. 
Die héchsten Aktivierungswerte erhielten wir bereits bei einer Be- 
strahlung von 2!/, Minuten, wahrend sie bei einer langeren Bestrahlung 
von 5 Minuten wieder abfielen. Wie friiher schwankt die Wirkung 
zwischen Hoch- und Tiefpunkten. 

Eluatversuche. Das aus dem Dialysat durch Adsorption an Ton- 
erde C erhaltene Eluat hatte den Z. W. 5; es war somit fiinfmal reiner 
als das Dialysat und etwa fiinfzigmal reiner als das Autolysat. Die 
Werte in Tabelle III zeigen, daB sich so hochgereinigte Enzymlésungen 
nicht mehr aktivieren lassen. Die 1 Minute bestrahlte Lésung wies 
gleich nach der Bestrahlung eine Inaktivierung von etwa 20°, auf, 
erholte sich aber bei langerem Stehen, so da nach 180 Minuten der 
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Tabelle ILI. 





ie ae Wirksamkeit in Skt. 60° Inaktivierung in ‘ 

sel e 

Bestrahlung . , . 

; . Hing Enzymlisung I II | Il 

in Minuten unbestrahlt 1’ bestrahlt 30" bestrahlt 1’ bestrahlt 30’’ bestrahlt 

7 0,58 0,70 19 3 

30 0.58 0,68 19 6 
60 0,57 0,70 21 3 
85 0.72 0.68 0,72 6 0 
120 0,62 0.71 14 0 
150 0.70 0,69 3 4 
180 0,72 0.71 0 (0) 


Wert der unbestrahlten Lésung erhalten wurde. Selbst das nur 30 Se- 
kunden bestrahlte Eluat wurde, wenn auch nur wenig (6°,), inaktiviert. 


Versuche tiber den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. Gorbach 
und Pick! fanden, daB die durch lingere Bestrahlung bewirkte Inaktivierung 
verschieden reiner Saccharasepréiparate vom px-Wert der Enzymlésung 
nur wenig beeinfluBt wird. Die Inaktivierung war bei Verwendung saurer 
oder alkalischer Autolysate und Dialysate wenig starker als bei neutralen, 
wahrend bei Eluaten diese Unterschiede tiberhaupt nicht mehr feststellbat 
waren. Wir haben ahnliche Versuche, jedoch mit sehr kurzen Bestrahlungs- 
zeiten ausgefiihrt, um den Einflu8 der Aziditaét auf die Aktivierbarkeit 
kennenzulernen. Als Enzymlésung verwendeten wir ein 6 Monate altes 
Hefeautolysat, von dem wir Proben durch Zugabe entsprechender Mengen 
Salzsaure bzw. Natronlauge auf verschiedene py-Werte einstellten und 
durch Auffiillen mit destilliertem Wasser in allen Fallen auf gleiches Volumen 
brachten. Die sauren und alkalischen Enzymlésungen zeigten eine geringe 
Triibung, die durch Filtration entfernt wurde. Die Wirkung wurde dadurch 
etwas veraindert. Wir haben deshalb die Zeitwerte jeder Enzymlésung 


gesondert gemessen und fiir pu 5.4 den Z. W. 1438, fiir pu 6,0 und 6,5 
einen solehen von 135, fiir px 7.2. 146 und fiir pu 8,0 den Z. W. 154 


erhalten. Die Anderung war, wie die Werte zeigen, gering. 


Diese Enzymlésungen bestrahlten wir unter gleichen Versuchs- 
bedingungen je 5 Minuten und bestimmten in der beschriebenen Weise 
gleich nach der Bestrahlung und wahrend des Stehens bei 20° die 
Wirkung (Tabelle [V). Die Wasserstoffionenkonzentration beeinflubte 
die Aktivierbarkeit der Enzymlésung nur in geringem Mae. Mit 
Erhéhung der Wasserstoffzahl tiber 6,5 hinaus nahm sie ab, wahrend 
neutrale bis schwach alkalische Lésungen gut aktivierbar waren. 
Im pu-Bereich von 6,5 bis 8,0 sind die Maximalwerte der Tabelle IV 
ziemlich ahnlich. Vergleicht man hierzu die Werte der Tabelle 1, welche 
mit einem Autolysat vom py-Wert 6,8 erhalten worden sind, so zeigt 
sich, daB trotz gleicher Versuchsbedingungen jene Maximalaktivierungen 
nicht mehr erreicht wurden. Der Grund mag in dem verschiedenen 
Reinheitsgrad der verwendeten Autolysate liegen. Das Autolysat der 


1G, Gorbach u. H. Pick, le. 
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Tabelle LV ist nahezu um die Half: 
reiner (Z. W. 146), als jenes di 
Tabelle I (Z. W. 237). Dement 
sprechend traten auch die Maxima 
werte durchschnittlich friiher aut 
eine Beobachtung, die im Einklany 
mit den Ergebnissen aus Tabelle | 
bis II steht. 

Versuche mit intermittierend 
Bestrahlung. Durch die Bestrahluny 
werden nicht nur aktivierend 
sondern auch inaktivierende Reak- 
tionen ausgelést. Wenn nun ein 
Aktivierung auftritt, so ist anzu 
nehmen, daB die in der Richtung 
der Aktivierung verlaufenden Re- 
aktionen in ihrer Summe jene der 
inaktivierenden iibertreffen. Dabei 
spielt die Wahl der richtigen Be 
strahlungszeit eine Rolle, die in 
der Weise durchgefiihrt werden 
mu, daB die Zerstérung des Enzyms 
hintangehalten wird. 

Von diesem Gedanken  aus- 
gehend, haben wir die Bestrahlung 
ein und desselben Hefeautolysats 
(6 Monate alt, Z. W. 146, px 6.5 
nach  bestimmten  Verweilzeiten 
wiederholt, wobei wir die einzelnen 
Bestrahlungen nicht langer als 
1 Minute wahlten (Tabelle V). Die 
Bestrahlungen wurden nach 5, 24 
und 29 Stunden wiederholt. Ein 
Teil der einmal bestrahlten Lésung 
wurde bei Vornahme der zweiten 
Bestrahlung zuriickbehalten und 
die Wirkung weiterhin nach _ ver- 
schiedenen Zeiten gemessen, um 
damit die Wirkung der zweimal be- 
strahlten Lésung vergleichen zu 
kénnen. In derselben Weise gingen 
wir bei der dritten und vierten Be- 
strahlung vor. Aus Tabelle V geht 
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hervor, da jede Bestrahlung eine weitere allgemeine Aktivieru: 
zur Folge hatte. Bei Beriicksichtigung der Maximalwerte ergal» 
sich Wirkungssteigerungen von 7°, durch die erste, 13°, durch d 
zweite, 21°, durch die dritte und 26°, durch die vierte Bestrahlun 
Zieht man aus Tabelle 1V die dem pg-Wert entsprechenden Resulta: 
nach einer einmaligen 5 Minuten dauernden Bestrahlung heran, 
ergibt sich, daBb die éftere Bestrahlung (4 Minuten) zu héheren Wi: 
kungen fihrt (26°,) als die einmalige (18°,, pu 6.5). Die Wirkuns 
schwankt wie in allen friheren Fallen zwischen Hoéhen- und Tiefe: 
punkten. Niemals fallt sie aber unter jene der unbestrahlten Lésung 
An dem Verlauf der Aktivierung konnte demnach durch kurze, ab: 
wiederholte Bestrahlung nichts geandert werden. Prinzipiell gleich waren 
die Ergebnisse einer zweiten Versuchsserie mit demselben Autolysat, 
aber langeren Verweilszeiten (24 Stunden) zwischen den einzelnen Bi 
strahlungen. Die maximale Aktivierung betrug 9°, nach der erste1 
13°, nach der zweiten und 21°, nach der dritten Bestrahlung. 

Zusammenfassung. Durch eine Anzahl von Versuchen konnté 
gezeigt werden, dab Hefesaccharasepraparate durch  ultraviolettes 
Licht aktiviert werden kénnen. Vorbedingung hierfiir sind kurzgewahlt: 
Bestrahlungszeiten. Die Wirksamkeitserhéhung tritt nicht unmittelba: 
nach der Bestrahlung, sondern erst beim Stehen der bestrahlten Enzym.- 
losung auf. Sie steigt nicht stetig an, sondern schwankt bis zum 
Maximalwert der Aktivierung und sinkt in der gleichen Weise wieder ab 

Der Reinheitsgrad ist fiir die Aktivierbarkeit wichtig. Im all 
gemeinen sind die unreineren Hefeautolysate besser aktivierbar als 
die reineren Dialysate, wahrend die durch Adsorption an Tonerde ( 
und nachherige Elution gewonnenen Eluate von noch héherem 
Reinheitsgrad selbst bei sehr kurzen Bestrahlungszeiten nicht meh: 
aktivierbar sind. Sie zeigen im Gegenteil bereits Inaktivierungs- 
erscheinungen. Den Beistoffen der Saccharase kommt demnach ein: 
Bedeutung zu. Als giinstige Dauer fiir die Bestrahlung ermitteln wi 
+ Minuten fiir die Autolysate und 21/, Minuten fiir die Dialysate. Di 
Zeit zwischen Bestrahlung und Wirkungshéhepunkt ist bei Autolysate: 
langer als bei Dialysaten. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Enzymlésung hat auf di 
Aktivierbarkeit wenig EinfluB. Am besten aktivierbar sind schwac! 
saure bis alkalische Enzymlésungen. Durch éftere, kurze Bestrahlung 
von gealterten Hefeautolysaten konnte eine starkere Aktivierung 
erzielt werden als durch eine einmalige, langere. Die Wahl der Zeit 
intervalle zwischen den einzelnen Bestrahlungen hatte auf die H6éh: 
der Aktivierung keinen merklichen EinfluB. Bei Bestrahlung in Zeit 
raumen von 6 bis 24 Stunden erhielten wir dieselben Aktivierungs 


werte. 














Versuch einer Methodik zur Priifung von Substanzen auf ihre 
EKignung fiir die Chemotherapie des Carcinoms. 
1. Mitteilung. 
Von 
B. Lustig und H. Wachtel. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der F. A. Pearson-Stiftung, Wien DX, 
und dem Radiuminstitut in Krakau.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1934.) 


Wahrend bis vor kurzem die Therapie der Krebskrankheit von 
der theoretischen Annahme beherrscht wurde, daB es sich bei dieser 
Krankheit um einen rein lokalen, pathologischen ProzeB handelt, haben 
die Untersuchungen der letzten Jahre gezeigt, dab die wachsende 
Krebsgeschwulst mit tiefgreifenden Veranderungen des  gesamten 
Organismus einhergeht. Der kranke Organismus ist ,,cancerisabel” 
geworden und die Krebsgeschwulst bildet sich in einem spezifisch 
krebsig entartetem Organismus, worauf EF. Freund (1) schon im Jahre 
1885 hinwies. Eine Zusammenstellung der betreffenden Befunde findet 
man bei R. Reding (2). Als Folge der Wandlung in den theoretischen 
Anschauungen werden neben den bisherigen, gegen die lokale Geschwulst 
gerichteten therapeutischen Methoden neue therapeutische Wege 
gesucht, wobei im Wege einer Allgemeinbeeinflussung des krebskranken 
Organismus die Heilung versucht wird. 

Es kommen chemotherapeutische Uberlegungen in der Krebs- 
therapie zur Geltung, und zahlreiche Substanzen werden auf ihre 
Wirksamkeit bei den bésartigen Geschwiilsten studiert. Das Problem 
ist aber sehr diffizil, da es bisher an einer geeigneten praktischen 
Methode zur Priifung von Substanzen auf ihre Eignung fiir die Chemo- 
therapie des Krebses mangelt. Die meisten dieser Versuche werden 
direkt beim Carcinomkranken angestellt, wahrend neue Verfahren 
erst nach vorangegangener, sorgfaltiger Priifung im Tierversuch auf 
ihre Wirksamkeit bei Kranken erprobt werden sollten. Bei der Priifung 
mu auch die eventuelle Spezifitat gegeniiber den einzelnen Tumor- 
arten beriicksichtigt werden. So kénnen z. B. die beim Rous-Sarkom 
oder Melano-Sarkom gewonnenen Ergebnisse nicht kurzerhand auf 
das Carcinom iibertragen werden. 

Die bisherigen chemotherapeutischen Versuche ergaben  bisher 
nur negative Ergebnisse [Domagh (3)]. Die Ursache dafiir ist darin zu 
suchen, daB man einerseits infolge unseres geringen Wissens iiber die 
Atiologie des Carcinoms die verschiedensten Stoffe willkiirlich auf ihre 
Wirkung priifen muB, ohne ihre Spezifitat vorher zu kontrollieren, 


Biochemische Zeitschrift Band 271. 2° 


a 














346 B. Lustig u. H. Wachtel: 


andererseits erfolgt die Anwendung der verschiedenen Substanze: 
in so fortgeschrittenem Tumorstadium, daB geringe Beeinflussunge: 
im carcinophilen oder carcinophoben Sinne nicht eindeutig festgestellt 
werden kénnen. 

Diese bisherigen Erfahrungen bewogen uns, Grundlagen fiir ein: 
Methode zu suchen, die es erméglicht, sowohl die spezifischen Wir 
kungen der verschiedenen Substanzen gegeniiber Carcinomzellen 
in vitro zu beobachten, wie auch geringe Beeinflussungen des Tumor 


wachstums zu erfassen. Erst nach giinstigem Ausfall der Vorversuche 


wird die weitere Prifung der Substanz an Teerungscarcinomen von 
Mausen, sowie eventuell am Krebskranken durchgefihrt. 

Nach Vorversuchen wurde folgende Versuchsanordnung fiir dic 
chemotherapeutische Priifung von Substanzen auf ihre Wirkung aut 


das Carcinom gewahlt. Diese Methodik wurde von uns im Laufe der 


letzten zwei Jahre an zahlreichen Substanzen (etwa 200) zur Anwendung 


gebracnt. 


A. Versuche in vitro. 

Als Methode zur spezifischen Priifung in vitro eines Stoffes, welchet 
auf seine Eignung fiir die Chemotherapie der Krebskrankheit unter- 
sucht wird, erwies sich als sehr geeignet die Methode der cytolytischen 
und der Schutzreaktion, welche Freund und Kaminer im Jahre 1910 
gefunden haben. Sie basiert auf der wohl altesten wissenschaftlichen 
Feststellung einer Allgemeinschidigung oder Allgemeinresistenz des 
Organismus gegeniiber bésartigen Geschwiilsten. 


Nach Freund und Kaminer (4) ist bei der Krebskrankheit ein Antagonis 
mus von zwei Erscheinungen im Organismus vorhanden. Es findet im 
normalen Organismus eine Cytolyse der Krebszellen statt, welche die Krebs- 
geschwulst zum Verschwinden bringen kann, andererseits besteht im Krebs- 
kranken Organismus ein Zellschutz fiir Carcinomzellen gegeniiber cytolyti- 
schen Substanzen, welcher an andere Stoffe gebunden ist. Frewnd und 
Kaminer zeigten, da®B der gesunde Organismus cytolytisch wirksame Stoffe 
enthalt, welche beim Krebskranken stark vermindert sind oder fehlen. 
Im krebskranken Organismus lassen sich hingegen Stoffe nachweisen, 
welche Carcinomzellen vor der Cytolyse schtitzen. Die im gesunden Organis- 
mus vorhandene, cytolytisch wirksame Substanz ist nach Freund und 
Kaminer eine hochmolekulare, aliphatische Séure, die ,,Normalsdure*. 
Die Eigenschaft, Krebszellen zu cytolysieren, ist nach Freund und Kaminer 
auch bei der Bernsteinséiure, Korkséure und Dekamethylendicarbonsaure 
zu finden. Alle diese Substanzen sind gesattigte, aliphatische Dicarbon- 
sauren, bei denen die zwei COOH-Gruppen durch eine unpaare Zahl von 
Dimethylen- (C,;H4-) Gruppen voneinander getrennt sind. 

Die Schutzsubstanz fiir Carcinomzellen kann aus dem Serum = von 
Carcinomkranken in der Fettsaéurefraktion isoliert werden und wird von 
Freund und Kaminer als ,,Carcinomsdure** bezeichnet. Sie fanden, daB als 
Prototyp der Carcinomsiure folgende Stoffe angesehen werden miissen: 
die Maleinsiure, die Athylmaleinséure, die Dimethylmaleinsiure und die 
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( itrakonsaure. Alle diese Substanzen zeigen ein Schutzvermoégen fiir 
(arcinomzellen gegeniiber der cytolytischen Fahigkeit des Normalserums. 
is sind dies ungesattigte, aliphatische Dicarbonséuren, welche die gleiche 
terische Stellung der zwei COOH-Gruppen parallel zueinander aufweisen. 
\hnlich wirksame Substanzen konnten Freund und Kaminer aus dem 
Darminhalt von Normalen und Carcinomatésen sowie durch Impfen von 
Darminhalt von Normalen bzw. Carcinomatésen auf Fettnahrbéden aus 
diesen gewinnen. Die betreffenden Substanzen waren immer in der Fraktion 
der festen Fettsauren vorhanden. Die auf diesem Wege dargestellten 
Siuren nennen sie ,,.Normaldarmsdure’ baw. .,Carcinomdarmsdure’. Aut 
der intracutanen Injektion der Carcinomdarmsaéure beruht die neue intra- 
cutane Carcinomprobe von Freund und Kaminer (5), welche bei Carcinom- 
kranken bis zu 97°, positive Resultate ergibt. 

Die Reaktionen von Freund und Kaminer sind bei Verwendung von 
Carcinomzellen nur bei Carcinomatésen, nicht aber bei Sarkomatésen 
positiv, bei Verwendung von Sarkomzellen und Serum von Sarkomatésen 
nur bei Sarkomkranken positiv, wahrend Carcinomzellen ahnlich wie beim 
Normalserum aufgelést werden. 


Auf diesen in Kiirze skizzierten Tatsachen basierend,  priiften 
wir die Substanzen zuerst auf ihr cytolytisches baw. Carcinomzellen 
schiitzendes Verhalten. Die Technik der Untersuchung lehnt sich an 
die klassischen cytolytischen Versuche von Freund und Kaminer mit 
den notwendigen Modifikationen an. Da in der Literatur nur wenige 
Angaben iiber die Technik der Reaktion von Freund und Kaminer vor- 
handen sind, geben wir hier einiges iiber ihre Methode ausfihrlicher 


wieder. 


Die fiir die Reaktion verwendeten Tumorzellen werden aus zerkleinerten 
nicht degenerierten Tumoren gewonnen. Diese werden in einem PreBtuch 
mit einer 0,6°, NaCl, 1°, NaH,PO,-Lésung (Frewndsche Lésung) 
vorsichtig, aber andauernd ausgepreBt, wodurch der GroBteil der Zellen 
in unbeschadigtem Zustande das Tuch passiert, wéhrend Bindegewebe 
und BlutgefaéBe zuriickbleiben. Die Zellaufsehwemmung wird nach Absetzen 
dekantiert und bis zehnmal mit Freundscher Lésung nachgewaschen. Die 
Zellen werden zum SchluB mit einem Zehntel des Volumens einer 3° igen 
Trikresollésung versetzt. Die Konzentration der Aufschwemmung geschieht 
zweckmaBig in der Weise, daB ein Tropfen bei 20facher Verdiinnung in 
den 16 kleinen Feldern der Zeiss-Thoma-Zahlkammer etwa 20 Zellen zeigt. 
Die Zellen werden im Fiskasten aufbewahrt und diirfen nicht gefrieren. 
Bei gutem Zellmaterial sind sie oft 1 bis 2 Jahre brauchbar. Die Carcinom- 
zellen, mit Kochsalz oder Ringerlésung aufs 20fache verdiinnt, zeigen bet 
gutem Zellmaterial nach 24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank etwa 


80 bis 90°., unzerst6rter Zellen gegeniiber der vorher bei Auszaéhlung von 
viermal 16 Quadraten der Zeiss-Thoma-Zahlkammer gefundenen. Im 


Falle die Verdiinnung mit Normalserum durchgefiihrt wird, bleiben nur 
10 bis 60°,, der Zellen nach dem Brutschrankaufenthalt unzerstért. Eine 
weitere Zerst6rung findet infolge des Freiwerdens von Carcinomzellen 
schiitzenden Substanzen aus den zerst6rten Carcinomzellen nicht statt. 
Um gut vergleichbare Werte zu erhalten, empfiehlt es sich, fiir gleich- 
artige Versuche Zellen gleicher Charge zu verwenden. 
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1. Priifung auf cytolytische Fahigkeit. 
Die Substanz wird mit einer Aufschwemmung von Krebszellen 
mischt und geprift, ob die Krebszellen durch die Substanz gelést werde: 


Die Priifung geschieht in der Weise, daB ein Tropfen der Zellau 
schwemmung mit 0,2cem der 1°,igen Lésung oder Suspension der 2) 
untersuchenden Substanz, einem Tropfen 1°,iger Phenolphthaleinlésun, 
0,lcem einer 3°, igen Trikresoll6sung versetzt und mit Ringerlésung aut 
leem aufgefiillt wird. Die Lésung wird dann mit 20°,iger Sodalésuny 
tropfenweise bis zu schwach alkalischer Reaktion gegen Phenolphthale 
versetzt. Nach dem Durchmischen wird in der Zahlkammer in vierma 
16 kleinen Quadraten die Zellzahl bestimmt. Nach 24stiindigem Aufentha 


im Brutsechrank wird die Zahlung wiederholt. Das gefundene Resultat 
wird in Prozenten der unzerstért gebliebenen Zellen ausgedriickt. Dy 


Zahlen oberhalb 70°, bedeuten ein Fehlen der Cytolyse. Niedrigere Zahlen 
bedeuten Cytolyse, wobei Werte unterhalb 60°, starke Cytolyse bedeuter 
Als Kontrolle der Zellzerst6rung werden die gleichen Zellen mit Norma 
serum aufgestellt. 

Bei unseren Versuchen fanden wir, das neben den bereits vorhe: 
angefiihrten organischen Sauren, bei welchen Freund und Kamine: 
cytolytische Fahigkeiten nachweisen konnten, noch viele andere Sub- 
stanzen vorhanden sind, die diese Eigenschaft besitzen. Eine spezielle 
chemische Struktur, welche alle diese Stoffe erfassen wiirde, konnte 
bisher nicht aufgefunden werden, doch war die cytolytische Fahigkeit 
vielfach an gewisse Strukturverhaltnisse gebunden. 

Um die Spezifitdt des Lésungsvermégens naher zu erforschen 
wurden alle Substanzen, bei denen cytolytische Eigenschaften gegen. 
liber Carcinomzellen gefunden wurden, auf die gleiche Weise mit 
Sarkom- und Normalleber-Zellen durchgepriift. AuBerdem wurde dic 
cytolytische Fahigkeit der Substanz gegeniiber Carcinomzellen 7» 
Gegenwart von 0,5 ccem von Serum von Carcinomatosen gepriift, wobei 
als Kontrolle das Carcinomserum mit Carcinomzellen allen untersucht 
wurde. Bei Serum von Carcinomatésen ist die Zahl der unzerstort 
gebliebenen Zellen oberhalb 80°,. Diese weiteren Untersuchungen 
zeigten, da die cytolytischen Eigenschaften einer Substanz vollkommen 
unspezifisch sein kénnen, wie z. B. beim Adrenalin, welches alle drei 
Zellarten cytolysiert. Andere Substanzen cytolysieren nur die Ge- 
schwulstzellen, wie z. B. Chinin, welches sowohl Carcinom- wie auch 
Sarkomzellen cytolysierte, wahrend Normalzellen nicht angegriffen 
wurden. Manche Substanzen zeigten ein streng spezifisches Lésungs- 
vermégen nur fiir Carcinomzellen, wie z. B. weibliches Sexualhormon 
oder Tetradekamethylendicarbonsaure. Die Uberwindung des Schutz 
vermoégens des Serums von Carcinomatésen, welche nur bei sehr wenigen 
Substanzen vorhanden ist, geschieht sowohl bei unspezifisch lésenden 
Substanzen, wie z. B. Oxalsiure, wie auch bei streng spezifischen, wit 


z. B. die Tetradekamethylendicarbonsaure. 
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Die Substanzen, welche alle Zellen lésen, miissen als Allgemein- 
sifte der Zellen bezeichnet werden. Fiir die Chemotherapie des Krebses 
sind besonders die Substanzen interessant, welche elektiv die Carcinom- 
zellen cytolysieren. 


2. Priifung auf Krebszellenschutz mit Normalserum. 

Die Priifung des Schutzvermoégens fiir Carcinomzellen in Gegenwart 
von Normalserum geschieht nach Freund und Kaminer in der Weise, daB 
0.5c¢em des zu untersuchenden Serums mit der gleichen Menge eines Car- 
cinomzellen lésenden Normalserums, 0,1 cem 3°,ige Trikresoll6sung und 
ein Tropfen Zellemulsion versetzt und 24 Stunden im Brutschrank aut- 
bewahrt werden. Vor und nach dem Brutschrankaufenthalt wird die 
Zellmenge in der Zeiss-Thoma-Zahlkammer bestimmt. Die Reaktion ist 
bei Zellzahlen oberhalb 70°, unzerstért gebliebener Zellen als stark positiv, 
hei Zahlen zwischen 60 bis 70°, als positiv, unterhalb von 60°, als negativ 
zu bezeichnen. Als Kontrolle wird die gleiche Menge Normalserum allein 
mit Carcinomzellen aufgestellt. 

Bei unseren Versuchen wurden an Stelle des Carcinomserums 0,2 cem 
einer 1°,igen Lésung oder Suspension der zu untersuchenden Substanz 
zugegeben und mit Ringerlésung auf 0,5 ccm aufgefiillt. Bei diesen Ver- 
suchen wurde im Falle, daB die Zahl der unzerstért gebliebenen Zellen 
um 10 bis 20°, gegeniiber dem Normalserum allein erhéht war, die Probe 
als positiv bezeichnet. Bei Werten, die gegeniiber den Kontrollen um mehr 
als 20°, héher waren, wurde das Resultat als stark positiv bezeichnet. 

Bei unseren Versuchen zeigte es sich, da neben den vorher an- 
gefiihrten Substanzen, welche nach Freund und Kaminer die Carcinom- 
zellen schiitzen, es noch viele andere Substanzen, besonders der Purin- 
gruppe gibt, welche die gleiche Eigenschaft zeigen. Eine spezielle 
chemische Struktur, welche alle diese Stoffe umfassen wiirde, konnte 
bisher nicht gefunden werden, doch ist die Schutzfahigkeit vielfach an 
bestimmte Strukturverhaltnisse gebunden. <Auffallend war, daB fast 
alle untersuchten heterocyclischen Aminosauren Schutzvermégen fiir 
Carcinomzellen zeigen. 


3. Bestimmung des Schutzvermégens in Gegenwart von Normaldarmsdure. 


Beim Studium der Ursachen der cytolytischen Fahigkeiten von 
Normalserum fanden, wie vorher erwahnt wurde, Freund und Kaminer, 
daB Darminhalt von Normalen, auf Fettnahrbéden geimpft, diesem 
nach Brutschrankaufenthalt die Eigenschaft der Krebscytolyse verleiht. 
Die wirksamen Substanzen konnten in den festen, freien Fettsdéuren 
des Nahrbodens isoliert werden. Diese als Normaldarmsdure bezeichnete 
Fraktion wird im Freundschen Institut in geringer Konzentration 
(0,2 cem einer 1 °,igen Lésung) bei der Bestimmung des Schutzvermégens 
in Serum oder Stuhl an Stelle von Normalserum mit vollkommen 
gleichem Erfolge verwendet. Untersuchungen von B. Lustig (6) bei der 
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Bestimmung des Schutzvermégens im Liquor ergaben, daB Liquor: . 
von Carcinomatésen nur in Gegenwart von Normalserum, nicht aly 
in Gegenwart von Normaldarmsaéure Schutzvermégen  gegentibe: 
Carcinomzellen zeigten. 

Bei unseren Versuchen wurde die (‘berwindung der cytolytisch: 
Fidhigkeit der Normaldarmsdure durch die  untersuchten| Substanz i 
gepruft. 

Die Untersuchung geschieht in der Weise, daB 0,2 cem der 1° jige: 
schwach alkalischen Normaldarmsaéurelésung mit 0,2cem der 1°, ige: 
Lésung oder Suspension der zu untersuchenden Substanz, 0,1 cem 3°, ige 
Trikresollésung. je einem Tropfen Zellaufsechwemmung und | °,iger Pheno! 
phthaleinlésung und mit 0,4cem Ringerlésung versetzt werden. Es wird 
20°,ige Sodalésung tropfenweise bis zur schwach alkalischen Reaktior 
dazugegeben und wie oben untersucht. Als Kontrolle wird die gleich: 
Mischung ohne die zu untersuchende Substanz und mit 0,6cem Ringe: 
lésung aufgestellt. Zu beiden Bestimmungen werden | bis 2 Tropfen eine: 
1° igen Gelatinelésung zugegeben. Die Zugabe der geringen Gelatinemeng 
geschieht, um Zellzerst6rungen durch bloBe Seifenwirkung der verwendeter 
Substanzen zu vermeiden. Vorversuche ergaben, daB die Gelatine di 
Zellresistenz hebt, ohne bei dieser Konzentration die Cytolyse durch Norma! 
serum zu verhindern. Bei einem Teil der Versuche wurden die Substanzen 
auch in Abwesenheit der Gelatine gepriift. Stegerungen der Zahl der un 
zerstért gebliebenen Zellen um mehr als 10°. gegeniiber den Kontrollen 
wurdea auf Carcinomzellen schiitzende, Verminderungen um mehr als 10 
gegeniiber den Kontrollen auf Carcinomzellen zerstérende Wirkungen 
bezogen. 

Diese Untersuchungen ergaben nur bei einer geringen Anzahl von 
Substanzen ein Vorhandensein von Schutzvermogen fiir Carcinomzellen 
in Gegenwart von Normaldarmsaure, so z. B. bei Indol und Skatol 
Erhéhung des cytolytischen Vermégens wurde immer nur durch dic 
Substanzen verursacht, welche allein fiir sich cytolysierten, so z. Bb. 
bei Oxalsdure. 


4. Priifung der Kompensation des Maleinsdureschutzes. 


Bei der weiteren Priifung wurden die Substanzen auf die U'ber- 
windung des Schutzvermdgens des Carcinomserums fiir Carcinomzellen 
geprift. Da geniigende Mengen des Carcinomserums nicht immer zur 
Verfiigung standen, wurde die Probe mit Maleinsaure, welche nach 
Freund und Kaminer das Prototyp der Carcinomzellen schiitzenden 
Substanzen ist, durchgefiihrt. 


Die Bestimmung geschah in der Weise, daB zu 0,5 cem Normalserum 
0,2. cem einer 1°,igen Maleinséurelésung, die zu untersuchende Substanz. 
0,1 cem 3° ige Trikresollésung, 2 Tropfen Phenolphthalein und 20°, 
Sodalésung, wie oben, zugegeben wurden. Als Kontrolle wurde die gleiche 
Menge Normalserum allein mit Carcinomzellen und Maleinséure aufgestellt. 
Maleinsaéure mit Normalsaure allein ergibt 75 bis 85°, unzerstért gebliebene: 
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Zellen. Bei der Untersuchung wurden Zahlen unter 70°, als positiv, unter 
60°, als stark positiv bezeichnet. Im Falle eine Substanz das Schutz- 
vermégen der Maleinséiure iiberwindet, wird die Priifung auf die oben 
angegebene Weise mit 0,5 cem Carcinomserum an Stelle der Maleinsaure 
osung wiederholt. 


Diese Untersuchungen ergaben, da zumeist zwischen dem cyto- 
lytischen Vermégen einer Substanz und der Uberwindungsfahigkeit 
des Maleinséure- und Krebsserumschutzes keine direkten Zusammen- 
hinge bestehen. Es konnte in manchen Fallen wohl gleichzeitiges 
Vorhandensein von cytolytischen Fahigkeiten, wie auch die Uber- 
windung des Maleinsaureschutzes beobachtet werden, so z. B. bei der 
Linolensiure. In vielen Fallen aber zeigten die Substanzen, die die 
Schutzwirkung der Maleinsiure aufhoben, keine cytolytischen Eigen- 
schaften, so z. B. Vitamin A und manche Hormone. 


5. Priifung der Substanzen nach dem Kochen. 


Vorversuche ergaben, daB das Aufkochen der wasserigen Lésungen 
oder Suspensionen mancher Substanzen die cytolytischen oder Schutz- 
eigenschaften dieser Substanzen veradndern. Diese Veranderungen 
sind bei einem Teil der Substanzen durch irreversible chemische Ver- 
anderungen bedingt. Bei den meisten fehlt aber eine chemische Er- 
klarung. Auffallend ist, daB die bei manchen Substanzen durch das 
Kochen bedingten Veranderungen im Laufe von | bis 5 Tagen zuriick- 
gehen, so z. B. bei der Palmitinséiure. Die Veranderungen sind auch 
von der aktuellen Reaktion beim Kochen abhangig. Aus diesem Grunde 
wurden die Substanzen auch nach Aufkochen auf ihr cytolytisches 
Vermégen, sowie auf ihr Schutzvermégen gegeniiber Carcinomzellen 
in Gegenwart von Normalserum untersucht. 


Die Versuche geschahen in der Weise, dai 0,2 cem der 1 °,,igen Lésung 
oder Suspension der zu untersuchenden Substanz fiir 15 Minuten in kochendes 
Wasserbad hineingegeben wurden, dann nach dem Abkiihlen, wie bei der 
cytolytischen Priifung (1) oder bei der Priifung auf Schutzeigenschaften 
mit Serum (2) gepriift wurden. AuBerdem wurden Substanzproben in ver- 
schiedenen Zeitabstaénden (bis zu 7 Tagen) nach dem Erhitzen auf die 
Reversibilitat der Verainderungen gepriift. Dies erméglichte oft sehr inter- 
essante Einblicke in den Chemismus und Verlauf der cytolytischen und 
Schutzphaénomene. Nach dem Aufkochen wurden die einzelnen Substanzen 
sofort mit Carcinomzellen oder mit dem Normalserum allein iiber einen fiir 
den Riickgang der durch das Kochen bedingten Veranderungen geniigenden 
Zeitraum aufbewahrt, dann die restlichen fiir den Versuch notwendigen 
Lésungen zugegeben und die Bestimmung durchgefiihrt. Diese Versuche 
ergaben, daB die bei manchen Substanzen nach dem Kochen auftretenden 
Wirkungen an den Carcinomzellen ihren Angriffspunkt haben, so z. B. bei 
Amygdalin, waihrend andere Substanzen ihre Wirkung iiber das Normal- 
serum austiben. 
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Es ergab sich schlieBlich folgendes Schema fiir die Untersuchun 
in vitro der Substanzen auf ihre carcinophilen oder carcinophobe: 
Kigenschaften: 

1. Cytolytische Fahigkeit (Lésung): 

a) bei Carcinomzellen, bei positivem Ausfall der Priifung wir 
die Untersuchung auch bei b) bei Sarkomzellen, c) bei Normallebe: 
zellen, d) in Gegenwart von Carcinomserum durchgefiihrt. 

2. Schutzvermogen fiir Carcinomzellen  gegeniiber Normalseru 
(Schutzserum): 

a) Bestimmung, b) Kontrolle (Normalserum allein). 

3. Uberwindung des Lésungsvermégens der Normaldarmsdure (Schutz 
normalsdure ): 

a) Bestimmung, b) Kontrolle. 

4. Uberwindung des Schutzvermégens der Maleinsdure und des 
Krebsserums fiir Carcinomzellen in Gegenwart von Normalserum (Schutz. 
maleinsdure je 

a) Bestimmung, b) Kontrolle (Normalserum und Maleinsaéure bzw 
mit Krebsserum). 

5d. Verdnderungen der Eigenschaften nach dem Kochen: 

a) Priifung der cytolytischen Fahigkeiten wie bei 1. (Lésung ge- 
kocht), b) Priifung des Schutzvermégens gegeniiber Normalserum wie 
bei 2. (Schutzserum gekocht). 

Alle Versuche wurden, besonders bei positivem Ausfall, mehrfach 
wiederholt. Die Zugabe der Substanzen geschah, mit wenigen Ausnahmen., 
in wasseriger Lésung, in Mengen von 2mg. Bei vereinzelten Substanzen 
geschah die Zugabe der 2 mg Substanz in 0,1 cem Alkohol gelést. Diese 
Alkoholmenge wirkte, wie Vorversuche ergaben, nicht st6rend. Manche 
in Wasser und Alkohol unlésliche Stoffe wurden in Wasser suspendiert 
fiir die Bestimmungen verwendet, da Vorversuche ergaben, daB auch aut 
diese Weise gepriifte Substanzen bestimmte reproduzierbare Wirkungen 
entfalten. Die Versuche wurden méglichst mit Zellen gleicher Abstammung 
durchgefiihrt, um Fehler. durch Zellen verschiedener Abstammung und 
Resistenz zu vermeiden. Die bei manchen Substanzen durchgefiihrten 
weiteren Versuche bei wechselnder Konzentration und Bedingungen werden 
bei den einzelnen Substanzen erértert werden. 

Die auf die oben angegebene Weise durchgefiihrten Versuche in 
vitro erlauben einen interessanten Einblick in die biochemischen Ver- 
hdltnisse der Carcinomzelle. Die Versuche erlauben es, zu unterscheiden 
zwischen Substanzen, welche die Cytolyse von Carcinomzellen herbei- 
fiihren und die im Organismus wahrscheinlich dem Vorgang einer 
Carcinomheilung giinstig sind, und Carcinomzellen schiitzenden Sub- 
stanzen, welche die Heilung erschweren. Von den cytolytisch wirk- 
samen Substanzen kénnen spezifisch und unspezifisch wirksame unter 
schieden werden. Es kénnen auch Substanzen herausgefunden werden, 
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die das Schutzvermégen des Serums von Carcinomatésen aufheben, 
oder Substanzen, welche die Abwehr des Organismus gegeniiber dem 
Carcinom verstarken oder abschwachen. 

Die Brauchbarkeit der Methodik der cytolytischen Priifungen fiir der- 
artige Zwecke ergibt sich daraus, daB mit ihrer Hilfe ganz feine chemische 
Differenzen erfaBt werden kénnen. Flaszen und Wachtel (7) fanden, daB 
Maleinséure durch geeignete kurze Radiumbestrahlung zu geringem Teil 
chemisch veraindert wird. Diese Verainderungen sind nach unseren noch 
nicht publizierten Untersuchungen nur sehr schwer chemisch zu _ er- 
fassen, dagegen in der cytolytischen Priifung sind sie durch veranderte 
cytolytische Wirksamkeit leicht erkennbar. Bei Verwendung des Diathyl- 
esters der Maleinséure fanden wir, daB dieser im cytolytischen Versuch die 
vleichen Eigenschaften (Krebszellenschutz) wie die Maleinsaéure zeigt. 
Durch Radiumbestrahlung gelingt es aber nicht, eine Veranderung, die 
chemisch oder cytolytisch erkennbar ware, in diesem Stoff nachzuweisen, 
was tbereinstimmend mit der chemischen Untersuchung einen Beweis dafiir 
erbringt,. daB die Radiumwirkung an den freien Carboxylgruppen der 


Maleinsaure stattfindet. 


B. Die Prifung im Tierversuch. 

Die bei der Priifung der Substanzen in vitro gefundenen Eigen- 
schaften werden durch Tierexperimente erganzt. 

Bei der Priifung im Tierversuch sollen alle verwendeten Mause gleicher 
Abstammung sein, weil Mause verschiedener Abstammung verschiedene 
tesistenz gegen Impftumoren zeigen. Verwendete Impftumoren miissen 
bei Kontrollméusen praktisch zu 100°, aufgehen. Fiir die weiteren 
Impfungen diirfen nur die Tumoren der Kontrollserien verwendet werden, 
weil manche Substanzen auch bei Nichtbeeinflussung des Tumorwachstums 
die Weiterimpfbarkeit des Tumors, sowie sein Wachstum nach der Uber- 
impfung stark veraéndern. So verursachte z. B. Hirudin, gleichzeitig mit 
Tumorgewebe eingeimpft, eime Verstarkung des Tumorwachstums. Die 
Tumoren dieser Serie zeigten aber bei der weiteren Uberimpfung ein ver- 
ringertes Angehen. 

Aus einem nicht ulzerierten Mausetumor wird ein etwa 1 cem groBes 
Stiick steril entnommen und zur Halfte in Je eine sterile Reibschale gebracht. 
In jede Schale werden 1,2 ccm steriler, physiologischer Kochsalzlosung, 
1 Tropfen 1°, iger Sodalésung und in eine Schale 0,1 g der neutralen oder 
neutralisierten Substanz zugegeben und die Tumorstiicke in den Flitissig- 
keiten genau verrieben. Die erhaltenen Gewebsaufschwemmungen werden 
in eine sterile Spritze mit dicker Nadel aufgezogen und zur Impfung auf 
weiBe Mause verwendet. Jede Maus erhalt in die Hinterbacke subecutan 
oder intramuskular je 0,2 cem der Aufschwemmung. Die mit der Kochsalz- 
aufschwemmung geimpften Tiere dienen als Kontrolle. Die verwendeten 
Mengen miissen bei manchen an sich toxisch wirkenden Substanzen ver- 
mindert werden. Es wird der Zeitpunkt des Merkbarwerdens der Ce- 
schwiilste (genaue Palpation der geimpftten Gegend), die allmahliche GréBen- 
zunahme der Tumoren (mit Zirkel jede Woche gemessen) und der Zeitpunkt 
des Verendens notiert und mit denen der kontrollgeimpften Mause ver- 
glichen. Bei allen toten Mausen wird die Todesursache durch Sektion 
kontrolliert. 
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Im Tierversuch wirksame Stoffe zeigen eine deutliche Verspatu 
oder Beschleunigung des Angehens der Tumoren und Unterschied 
der GréBenentwicklung. Die Lebensdauer der Tiere wird im Verglei: 
zu den kontrollgeimpften Mausen verandert. 


Wenn der untersuchte Stoff eine totale Hemmung des Tumorwachstu 
herbeiftihrt, so mu festgestellt werden, ob die Tiere. welche keiner!: 
Tumoren bekommen haben, eine Jmmunitadt gegeniiber dem Tumor habe: 
Ks wird dann nach Ablauf von 4 Monaten vom Zeitpunkt der ersten Impfung 
eine zweite Kontrollimpfung mit demselben Tumor durchgefiihrt. b+ 
konnte bisher bei keiner von diesen Substanzen das Entstehen einer Tumo; 
immunitat beobachtet werden. 

Bei der Beurteilung der totalen Hemmung des Angehens der Tumoren 
muB  beriicksichtigt werden, daB manche Substanzen nekrotisierenc 
Kigenschaften zeigen, wodurch die ganze Impfstelle und ihre Umgebun, 
an der Maus einer Nekrose anheimfallen. In diesen Fallen endet der Versuc! 
zumeist in einer Demarkation der Nekrose mit nachfolgender Narbe oh 
Tumorbildung. 

Bei den Impfversuchen ist auch zu beriicksichtigen, daB die aktwelle Ri 
aktion der dem Tumorgewebe beigemischten F lissigkeit tiir das Impftresultat seh: 
wichtig ist. Viele Substanzen, welche in saurer Lésung eine Hemmung des 
Tumorwachstums verursachen, zeigen diese Eigenschaft bei alkalische: 
Reaktion nicht. Nach Untersuchungen von Flaszen und Wachtel (8) férdert 
die alkalische Reaktion der Fliissigkeit das Tumorwachstum, wahrend 
Séuren es oft vollstindig hemmen. Es kann daher eine der untersuchten 
Substanz eigentiimliche Wachstumshemmung oder Férderung nur dann 
angenommen werden, wenn diese Wirkung bei ihrer Zugabe in alkalischer 
Lésung erfolgt. Es miissen daher die dem Impftumor beigegebenen Sub 
stanzen stets alkalisch reagieren oder alkalisiert werden. 

Die Methode der gleichzeitigen Anwendung von Impftumor und 
Substanzen wurde schon zur Orientierung iiber die Wirkung von Sub- 
stanzen auf das Carcinom verwendet. Zu den von uns untersuchten 
Substanzen, bei denen die Eigenschaft der Wachstumshinderung des 
Tumors gefunden wurde, gehérten u.a. auch Chinin, Bernsteinsaéure 
und Korkséure. Vom Chinin stellte schon A. Levi (9) fest, daB es, in Form 
seines salzsauren Salzes gleichzeitig mit dem Tumor injiziert, in saurer 
Lésung das Tumorwachstum verhindert. Beziiglich der Korkséure 
und Bernsteinsdure fanden Flaszen und Wachtel das gleiche. Die gleiche 
Erscheinung in saurer und in alkalischer Lésung zeigen nach unseren 
Befunden ferner u. a. auch Nicotinséure, Acrylséure usw. 


C. Die therapeutische Priifung im Tierversuch. 


Wenn eine Substanz in den vorhergehenden Versuchen Eigen- 
schaften gezeigt hat, welche ihre therapeutische Verwendung bei der 
Krebskrankheit wahrscheinlich machen, so wird ihre Wirksamkeit 
zuerst im Tierversuch studiert. Mause, bei denen bereits Tumoren 
entwickelt sind, erhalten per os oder in Injektionen die betreffende 
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Substanz. Die Injektionen diirfen nicht in das Tumorgewebe gegeben 
werden, da etwaige Einschmelzungen des Tumors im AnschluB an intra- 
tumorale Injektionen keinen Beweis fiir eine spezifische, therapeutische 
Wirkung der Substanz ergeben. Ahnliche Versuche werden weiter 
auch an Mausen mit Teerungskrebsen durchgefiihrt. 


D. Therapeutische Priifung am Krebskranken. 

Diese, bisher einzig iibliche, Methode zur Priifung der chemotherapeuti- 
s<chen Verwendung eines Stoffes bei Carcinom wird in ihrer Beurteilung 
durch gewisse Eigentiimlichkeiten des Krankheitsverlaufes der Krebs- 
krankheit gestért, wodurch die Beurteilung der Wirksamkeit nicht von 
subjektiven Momenten frei wird. Erfahrungsgema bessert sich der Zustand 
eines Krebskranken schon durch geeignete AllgemeinmaBregeln, wie Pflege 
der Geschwiirflachen, richtige Ernahrung, Hebung der moralischen 
Krafte usw. Da nun die chemotherapeutischen Versuche stets eine derartige 
Umkehr. der auBeren Umstinde fiir den Kranken bedeuten, so ist die ein- 
tretende Besserung von der dem untersuchten Stoff spezifisch innewohnenden 
schwer auseinanderzuhalten. 

Als objektives Verfahren eignet sich hier die Beobachtung der Wirkung 
auf die an der Haut bestehenden Krebsgeschwiire. Ein Teil des Geschwiires 
wird der Wirkung der zu untersuchenden Substanz ausgesetzt und die 
eventuell eintretende Anderung des behandelten Teiles an der des un- 
behandelten Teiles kontrolliert. Es wird ein Teil des Hautgesehwtires mit 
einer Lésung des zu untersuchenden Stoffes gepinselt und nachher mit 
einem mit der betreffenden Substanz getrankten Gazeumschlag zugedeckt. 
Das Geschwiir wird nach 24 und 48 Stunden inspiziert und dann eventuell, 
wenn keine Verschlechterung eingetreten ist, die Imbibition wiederholt. 
Da eine Verschlechterung keinesfalls ausgeschlossen ist, darf man augennahe 
Teile der Hautgeschwiire fiir diese Versuche nicht verwenden. 


E. Die Bewertung der erhobenen Befunde. 

Die auf diese Weise durchgefiihrte Durch priifung der verschiedenen 
Substanzen hat uns bisher nicht gestattet, eine Substanz zu finden, 
welche die Chemotherapie des Carcinoms besorgen wirde. Immerhin 
haben unsere Versuche bereits manches ergeben, was fiir die weitere 
Carcinomforschung von Interesse sein diirfte. 

Bei den Versuchen in vitro zeigte es sich, da die Kigenschaften 
von Substanzen, Krebszellen zu cytolysieren, die Wirkung des Normal- 
serums oder der Normaldarmsaéure aufzuheben oder zu_verstarken, 
die Schutzwirkung der Maleinsdure und des Carcinomserums aufzuheben, 
nicht immer miteinander gekoppelt sind. Auch umgekehrt ist die Kigen- 
schaft einer Substanz, Zellen zu schiitzen, nur selten mit einer Reduktion 
der Wirkung von Normaldarmsaure verbunden. Die Versuche ergaben 
auch, daB die cytolytisch wirksamen Substanzen nicht immer im Impf- 
versuch Wachstumshemmung hervorrufen. Wir haben sogar manchmal 
feststellen kénnen, daB die cytolytisch wirksame Substanz im Impf- 





356 B. Lustig u. H. Wachtel. 


versuch nach kurzer Hemmung eine Wachstumsférderung verursacht: 
so z. B. die Tetradekamethylendicarbonsaiure. Ahnliche Ergebniss: 
zeigte eine zum Teil schon von Flaszen und Wachtel durchgefiihrte thera 
peutische Prifung cytolytischer Substanzen am Menschen. Die Ursacli 
dieser Erscheinung liegt wahrscheinlich in dem Freiwerden carcino 
philer und carcinomschiitzender Substanzen bei der Tumorcytolys: 

Die im Impfversuch wachstumsférdernd wirkenden Stoffe ergebe: 
in therapeutischen Versuchen eine Verschlechterung des Krankheits 
verlaufes. 

Soweit unsere bisherigen Untersuchungen es erlauben, diirfte ein 
Stoff dann fiir die Chemotherapie des Carcinoms als geeignet angesehe: 
werden, wenn er bei unserem Untersuchungsgang folgende Eigenschaften 
zeigt : 

Er darf keinerlei Schutzwirkung gegeniiber Carcinomzellen in vitro 
zeigen, mup aber nicht cytolytisch wirksam sein. Er reduzert div 
Schutzwirkung der Maleinsdure und die Schutzwirkung des Serums 
ron Carcinomatisen gegeniiber Carcinomzellen in vitro. Er hemmt in 
saurer und alkalischer Lésung im Impfversuch das Angehen von Impf- 
tumoren und verhindert das Wachstum von Impftumoren und Teerungs- 
tumoren bei therapeutischer Anwendung. 
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Versuch einer Methodik zur Priifung von Substanzen 


on 


auf ihre Eignung fiir die Chemotherapie des Carcinoms. 


Il. Mitteilung: 


Vitamine, Hormone und Blutgerinnung beeinflussende Substanzen. 


Von 
B. Lustig und H. Wachtel. 


Aus dem chemischen Laboratorium der F. A. Pearson-Stiftung, Wien IX. 
und dem Radiuminstitut in Krakau.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1934.) 


In der vorhergehenden Mitteilung teilten wir einen neuen methodi- 
schen Weg mit, der nach unseren Untersuchungen die Priifung der 
Wirkung verschiedener Substanzen auf die bésartigen Geschwiilste er- 
moéglicht. Die Priifung der Substanzen geschieht in vitro und in vivo, 
wobei auch sehr geringfiigige Beeinflussungen des Tumorwachstums 
erfaBt werden. 

Wir untersuchten auf diesem Wege eine Reihe von Substanzen 
von bekannter und verhaltnismaBig einfacher, chemischer Struktur, 
weiter viele Substanzen des Tier- und Pflanzenreiches mit besonderer 
Beriicksichtigung der Vitamine und Hormone. Die Untersuchung 
der Vitamine und Hormone schien uns besonders aus dem Grunde von 
Interesse, da beziiglich ihrer Wirkung auf das Carcinom die wider- 
sprechendsten Angaben in der Literatur vorhanden sind. 


Ein Teil dieser differenten Angaben la®t sich dadureh erklaren, daB 
auf verschiedenen experimentellen Wegen gewonnene Ergebnisse mitein- 
ander verglichen werden. Es ist, wie Untersuchungen zeigen, fiir den Ausfall 
der Ergebnisse nicht gleichgiltig, ob die Zufuhr einer Substanz mit der 
Nahrung oder durch Injektion erfolgt. Auch werden je nachdem, ob die 
Substanzen in der Nahe oder in den Tumor, oder von diesem entfernt, 
injiziert werden, wechselnde Resultate erhalten. Ebenso sind die Ergebnisse 
bei Explantation, Implantation oder einseitiger oder vollstandiger Unter- 
bindung der Driisen verschieden, wobei auch die bei diesen Versuchen 
gewonnenen Ergebnisse nicht nur aut die Wirkung der von diesen Organen 
produzierten Hormone iibertragen werden kénnen. Viele dieser Unter 
suchungen sind mit auf verschiedenen Wegen erhaltenen Organextrakten 
durchgetiihrt worden, wobei deren eventueller Gehalt an einzelnen Hormonen 
nicht beriicksichtigt wurde. Dureh die grofen und wechselnden Mengen 
der Nebenbestandteile bei den Organextrakten laBt sich ein Teil der wider 
sprechenden Ergebnisse erklaren. Eine weitere Fehlerquelle bildet die 
Ubertragung der bei einer Form von boésartigen Geschwiilsten gefundenen 
Ergebnisse auf alle ubrigen Tumorarten. 

Gesondert ware bei der Priifung der Hormonwirkung zu untersuchen, 
ob die Wirkung direkt oder durch Beeinflussung der Sekretion anderer 
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Organe stattfindet. Eine Zusammentassung der bisher getundenen Ergebniss: 
ist in der Mitteilung von Caspari (1) enthalten. 

Bei unseren Untersuchungen wurden die einzelnen Substanze: 
zuerst in vitro auf ihre Wirkung auf Carcinomzellen gepriift. Di 
Prifung geschieht durch Verwendung der von Freund und Kaminer (2 
angegebenen cytolytischen und Schutzreaktion fiir Carcinom unte: 
verschiedenen, in der vorausgehenden Abhandlung naher  gekenn 
zeichneten Bedingungen. (Vgl. das Schema auf S. 352.) 

Die bei diesen Untersuchungen angegebenen Zahlen beziehen sich aut 
Prozente unzerstért gebliebener Krebszellen nach 24stiindigem Aufentha!lt 
im Brutschrank. Bei positivem Ausfall einer dieser Reaktionen wurde di 
Bestimmung besonders mehrfach wiederholt.  Beziiglich der Einzelheiten 
der einzelnen Priifungen und der Methodik sei auf die Mitteilung [ vei 
wiesen. 

Diese Untersuchungen in vitro wurden durch Tierversuche erganzt. 

Diese geschahen durch Zugabe abgewogener Mengen der zu unter 
suchenden Substanz zum Tumorgewebe und Verreiben mit physiologische: 
Kochsalzlésung. Diese Mischung wird Mausen von gleichem Stamm in 
jiziert. Gleichzeitig wird nur mit dem Tumorgewebe und physiologische: 
Kochsalzlésung als Kontrolle geimpft. Bei den gleich gehaltenen und 
ernahrten Tieren wird jede Woche die TumorgréBe sowie die Lebensdauer. 
vom Impfungstage an gerechnet, bestimmt. Bei Vorhandensein eine: 
Beeinflussung des Tumorangehens oder Wachstums wird der Versuch an 
einer gréBeren Mauseanzahl mehrfach wiederholt. Auch hier sei bezitiglich 
der methodischen Einzelheiten auf die Mitteilung | verwiesen. 

Mit dieser Methodik kénnen wir eventuell direkte Beeinflussungen 
des Carcinomangehens oder Wachstums erfassen. Die durch indirekte 
Wirkungen (auf den Stoffwechsel, endokrine  Driisen, Nekro- 
hormone usw.) verursachten Beeinflussungen miiBten durch Differenzen 
zwischen in vitro und dem Tierversuch gefundenen Ergebnissen erfat 
werden. Um Fehler durch eventuelle Begleitstoffe zu vermeiden, 
wurden Substanzen von héchstméglichstem Reinheitszustand sowie 
von bekannter physiologischer Wirksamkeit verwendet. Untersucht 
wurde eine Reihe von Vitaminen, Hormonen und zwei die Blut- 
gerinnung beeinflussenden Substanzen!. 


I. Vitamine. 


Von den Vitaminen wurden die fettléslichen Vitamine A und D. 
die wasserléslichen B,, B, und C untersucht. 

Bei der bisherigen Untersuchung der Wirkung der einzelnen 
Vitamine auf die bésartigen Geschwiilste wurden die Vitamine fast 


' Den wissenschaftlichen Abteilungen und Vertretungen der I. (. 
Farben, .Werck und Schering-Kahlbaum méchten wir auch an dieser Stelle 
fiir die Unterstiitzung der Arbeit durch Uberlassung der meisten der fii 
diese Versuche verwendeten Praparate unseren Dank aussprechen. 
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ausschheBlich mit der Nahrung gegeben, was ihre exakte Dosierung 
erschwert, um so mehr als die fiir die Lésung der fettléslichen Vitamine 
verwendeten Fette ebenfalls oft das Tumorwachstum  beeinflussen. 
Kin weiterer Fehlerfaktor bei der Untersuchung der Wirkung der 
Vitaminzufuhr mit der Nahrung ist die bei Verwendung von vitamin- 
armen Nahrungsformen und Zufuhr nur einzelner Vitamine auftretende 
Avitaminose, die das Geschwulstwachstum wesentlich beeinfluBt. 


Nach Saiki (3) verursacht vitamin A-arme Kost unter bestimmten 
Bedingungen bei etwa 10°, der Versuchstiere ein Carcinom, was von anderer 
Seite widerlegt wurde. Siugura und Benedikt (4) fanden, daB vitamin A-freie 
Kost das Entstehen von Carcinomen nicht beeinfluBt. Jhara Yoshiwada (5) 
sah bei vitamin A-freier Diait eine Verminderung der Zahl der aufgehenden 
Impfearcinome gegeniiber den Kontrollen. Nach Caspari (6) férdern geringe 
Vitamin A-Mengen das Krebswachstum nur in sehr geringem MaBe, wahrend 
Zufuhr gré8erer Mengen in vielen Fallen das Entstehen einer Resistenz 
gegen das Geschwulstwachstum férdert. 

Fir unsere Untersuchungen verwendeten wir zwei Praparate: ein in 
Alkohol zu 5°, geléstes Praparat mit einem Vitamingehalt von 10500 CLO.- 
Kinheiten, sowie ein in O1 geléstes, 40000 Einheiten im Kubikzentimeter 
enthaltendes Praparat (Vogan). Das in Alkohol geléste Praparat wurde 
fiir die cytolytische Priifung in Mengen von 0,1 cem (105 Einheiten) fiir 
jede einzelne Bestimmung verwendet. Das Unléslichwerden bei Verdiinnen 
mit Wasser stérte nicht, da Versuche zeigten, daB die in Wasser unléslichen 
Substanzen doch mit den Krebszellen reagierten. 

Die Untersuchung des Vitamins A in vitro (in Alkohol gelést) ergab: 


RR SG Ge Ss cc 5 OS Schutzserum .... . 49% 
EG@eupe gek.. ..... . 9% Schutzserum gek. . . . 46°, 
Schutznormaisaéure . . . . 51°, Schutzmaleinséiure . . . 56°, 
Normalsféure. ..... . 50% Normalserum ..... 51° 


Die Untersuchung ergab, dab Vitamin A das Schutzvermégen der 
Maleinsdure fiir Carcinomzellen in Gegenwart von Normalserum iiber- 
windet. 

Die mehrfache Wiederholung dieser Untersuchung ergab gleiche 
Resultate. Dieses Ergebnis bewog uns, die Priifungen des Vitamins A 
in Gegenwart von Serum von Carcinomatésen durchzufiihren. Diese 
Untersuchung ergab mit Serum von Carcinomatésen allein 94°). in 
Gegenwart von Vitamin A 70°, unzerstért gebliebener Carcinomzellen. 
Das Vitamin A zeigt also auch in Gegenwart von schiitzendem Serum 
von Carcinomatosen ein deutliches Lésungsverméogen fiir Carcinomzellen. 

Bei der Priifung im Tierversuch wurde die alkoholische L6ésung in det 
Weise verarbeitet, daB der Alkohol im Vakuum bei Zimmertemperatur 
abdestilliert wurde, der Riickstand in Ather aufgenommen, der Athet 
dann in Gegenwart von 1 cem physiologischer Kochsalzlésung im Vakuum 
verjagt wurde. Fiir die Tierversuche wurde die Aufschwemmung in dei 
physiologischen Kochsalzlésung verwendet. Jede Maus erhielt bei der 
Injektion des Impftumors etwa 300 Einheiten Vitamin A. 
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Diese Versuche mit dem urspringlich in Alkohol gelésten Vitamin \ 
ergaben in manchen Versuchsserien ein vollstdndiges Fehlen des A, 
gehens des Impfcearcinoms gegeniiber 100°, bei den kontrollgeimpften 
Tieren. In anderen mehrfachen Wiederholungen ergab sich bet ein: vy 
Drittel bis zur Halfte der mit Vitamin A geimpften Tiere ein Nic}:t- 
aufgehen des Tumors. Bei diesen mit Vitamin A behandelten Mausen 
bei denen der Tumor doch aufging, wurde ein verlangsamtes Wachstw 
und eine im Durchschnitt verlangerte Lebensdauer (72 Tage gegeniibe: 
45 Tagen der Kontrolle) gefunden. Auffallend war, da bei manchen 
Mausen, bei denen der Tumor anging, das Wachstum des Tumors 
(Tastbarwerden) erst in der vierten bis siebenten Woche begann. 

Auf die gleiche Weise wurden auch Tierversuche mit dem in Ol geléste: 
Vitamin A (Vogan) durchgefiihrt. Bei diesen Versuchen erhielt jede Mau 
etwa 400 EKinheiten, in Ol gelést, gleichzeitig mit dem Tumorgewebe injiziert 
Bei diesen Versuchen ging das Carcinom bei allen Mdusen an, doch zeigte 
alle diese Méause eine stark erhéhte Lebensdauer (65 Tage) gegeniiber den 
kontrollgeimpften Tieren (43 Tage). Die Ursache dieser Differenzen zwischen 
dem in Wasser aufgeschwemmten und in Ol gelésten Vitamin A sind vielleicht 
durch die schnellere Wegresorption des in O| gelésten Vitamins A bedingt. 

Beziiglich der Wirkung von Vitamin D auf das Carcinom bei 
Aufnahme mit der Nahrung sind nach Untersuchungen von Caspar) 
und Ottensooser (6) die alteren Angaben iiber hemmende Wirkungen aut 
die gleichzeitige Zufuhr von Ol, in welchem das Vitamin D gelést ist 
zurickzutiihren. Nach den gleichen Autoren verursacht Vitamin D ein 
geringe Steigerung des Tumorwachstums. 

Fiir unsere Untersuchungen stand uns ein aus Ergosterin gewonnenes 
chemisch reines Vitamin D (Vitamin D, von Windaus) zur Verfiigung 
Fur die cytolytische Priifung wurden je 1 mg Vitamin D in 0,1 ccm 
Alkohol gelést zur Bestimmung verwendet. Die Untersuchung des 
Vitamin D (D,) ergab: 


SOE (i am hy A Schutzserum ..... . 48° 
LOsume-eok, ... «i . BEY Schutzserum gek. . . . 51°, 
Schutznormalséure . . . 60°, Schutzmaleinsaéure , . . 82°, 
Normalsfure ...... 49% Normalserum .... . 50°, 


Diese Untersuchung ergab also bei Vitamin D eine geringe Ver- 
minderung des Lésungsvermégens von Normaldarmsdure  gegeniibe 
Carcinomzellen. 

Bei der Priifung im Tierversuch wurden mit dem Tumorgewel 
etwa 2mg Vitamin D pro Maus injiziert. Diese Untersuchung erga! 
in den ersten drei Wochen nach der Impfung eine deutliche Steigeruny 
des Tumorwachstums gegeniiber den kontrollgeimpften Tieren, doc! 
war die durchschnittliche Lebensdauer nur wenig verandert (45 Tage 


gegentiber 51 Tage der Kontrollen). 
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Die Arbeiten itiber die Beeinflussung des Carcinoms durch das 
Vitamin B beziehen sich meist auf den ganzen Vitamin-B-Komplex. 
Diese ergaben Mangel an Vitamin B im Tumorgewebe [Nakahara (7)]. 
Neuere, mit reinen Vitamin B,-Praparaten durchgefiihrte Unter- 
suchungen von Caspari (8) ergaben, dab hoher Vitamin-B,-Gehalt 
der Nahrung das Carcinomwachstum férdert, waihrend geringe Mengen 
ohne EinfluB bleiben. 

Fiir unsere Untersuchungen stand uns ein Konzentrat in Form des 
pikrolonsauren Salzes zur Vertiigung, das pro Milligramm 150 Tauben- 
einheiten (9) enthielt. Mit der Pikrolonsdure durchgetiihrte Vorversuche 
ergaben sowohl in vitro wie in vivo keinerlei Beeinflussung des Carcinoms. 
Fiir die cytolytische Priifung wurden je 0.1 mg der Substanz pro Versuch 
verwendet. 


Die Untersuchung des Vitamin B, ergab: 


Re ce cg eso ERG Schutzserum .... . 58% 
Losune pol. . .. 1... 849 Schutzserum gek. . . . 63°, 
Schutznormalséure . . . 48°, Schutzmaleinsaéure . . . 86°, 
Normalséure ..... . 47° Normalserum ..... 53% 


Die Untersuchung wie auch die Wiederholungen ergaben ein 
negatives Resultat. Das Vitamin B, verhielt sich indifferent. 

Die Priifung im Tierversuch, bei der etwa 0,4 mg des _pikrolon- 
sauren Salzes pro Maus verwendet wurden, zeigten keinerlet Differenzen 
gegeniiber den kontrollgeimpften Mausen. Die durchschnittliche 
Lebensdauer war 46 Tage gegeniiber 45 Tagen der Kontrolle. 

Von dem Vitamin-B-Komplex stand uns auch ein aus dem Herz- 
muskel dargestellter, Vitamin B, enthaltender Extrakt, welcher 7 
tatteneinheiten pro ccm enthielt, zur Verfiigung. 

Bei unseren Untersuchungen wurden fiir jeden cytolytischen Versuch 
etwa 2 Ratteneinheiten verwendet. Die cytolytische Priifung ergab: 


mosane  . « «6 6 ee « OE Schutzserum ..... 52% 
Lésong gek. . ..... 96% Schutzserum gek. . . . 53% 
Schutznormalsdure . . . 48°, Schutzmaleinséure . . . 88°, 
Normalsfure ...... 48% Normalserum ..... 51% 


Das Resultat ist also negativ. Das Vitamin B, verhielt sich in- 
different. 

Ahnlich wie die cytolytische Priifung ergaben auch die Tierversuche, 
bei welchen etwa 2 Ratteneinheiten pro Maus verwendet wurden, 
keinerlei Beeinflussung des Carcinomwachstums und der Lebensdauer 
(Lebensdauer 48 Tage gegeniiber 45 Tagen der Kontrollen). 

Uber die Wirkung von reinem Vitamin C auf das Carcinom sind 
keinerlei Angaben in der Literatur vorhanden. Fiir unsere Versuche 
verwendeten wir chemisch reine, kristallinische Ascorbinsaiure, je 1 mg 
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fiir jeden cytolytischen Versuch. Die Untersuchung des Vitamin ( 


ergab: 


eee es ss ee ee Schutzserum : 52% 
iteune 6K. 8. ke. 6 8 Schutzserum gek. . . . 50% 
Schutznormalséure . . . 51°, Schutzmaleinséure . . . 83° 
Normalsiure ...... 4% Normalserum ..... 55% 


Das Vitamin C erwies sich also als indifferent. 

Bei der Priifung im Tierversuch erhielt jede Maus etwa 4 mg Vitamin ‘ 
mit dem Tumorgewebe injiziert. Diese Untersuchungen ergaben ein 
geringe Steigerung des Tumorwachstums und eine Verringerung der Lebens 
dauer (42 Tage gegeniiber 51 Tagen der Kontrolle). 


II. Hormone. 
. . v. . r 

Uber die Wirkung der einzelnen Hormone auf das Krebswachstum 
existieren zahlreiche, auf verschiedenem Wege gewonnene, meist 
differente Ergebnisse. 

Bei der Untersuchung der Wirkung von gereinigten oder reinen Hormon 
praparaten fanden die meisten Autoren bei Pituitrin, Thyroxin und Adrenalin 
keinerlei Wirkung auf das Carcinom. Bei Adrenalin fanden Siugura und 
Benedikt (10) eine Tumorzerstérung nur dann, wenn die Injektionen in de1 
Nahe oder in den Tumor gegeben wurden. Uber Insulin, weibliches und 
miannliches Sexualhormon sind die Literaturangaben vollkommen einande: 
widersprechend. Nach H. Zondek, B.Zondek und W. Hartoch (11) wirkt 
Prolan wachstumshemmend, wahrend Hypophysenvorderlappenextrakte 
nach vielen Autoren (12) wachstumsf6rdernd wirken. Freud und Mit- 
arbeiter (13). sowie Engel (14) (bei Mausen) fanden im Blute von Carcinom- 
kranken einen erhéhten Gehalt an weiblichem Sexualhormon, was von 
anderen Autoren bestritten wird. Loewe, Randenbusch und Voss (15) fanden 
im Tumorgewebe eine starke Vermehrung des weiblichen und mannlichen 
Sexualhormons gegeniiber den Sexualorganen. HRoffo und Corea (16) fanden 
im Carcinomgewebe gréBere Mengen insulinartiger Substanzen. Beziiglich 
weiterer Literatur sei auf die Zusammenfassung von Caspari (1) verwiesen. 

Fiir unsere Untersuchungen standen uns mehrere aus der Hypo- 
physe gewonnene Priparate, Schilddriisenextrakt, Prolan, mannliches 
und weibliches Sexualhormon, Insulin, Adrenalin, Histamin, Adenosin- 
phosphorsaéure und Adenylsaure zur Verfiigung. 

Von den aus der Hypophyse dargestellten Praparaten untersuchten 
wir das die Gesamthormone des Hypophysenhinterlappens enthaltende 
Hypophysin, dann die gereinigten Hormone des Hypophysenhinter- 
lappens: das uteruswirksame Oxytozin (Orastin), das blutdruckwirksame 
Vasopressin (Tonephin) und das die gesamten Wirkstoffe des Hypo- 


physenvorderlappens enthaltende Preloban. 

Das nach EnteiweiBung des Hypophysenhinterlappens durch 
Fallung mit Phosphorwolframsiure (17) oder Quecksilbersulfat (18) und 
Entfernung der Metalle aus dem Niederschlag gewonnene H ypophysin 
enthalt nach Fiirth (17) vier verschieden wirksame Komponenten. 
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Das von uns verwendete Priparat war, im Gegensatz vom Handels- 
praparat, frei von Konservierungsmitteln und enthielt 10 Voegtlin-Einheiten 
ro Kubikzentimeter. Bei der Untersuchung in vitro wurden je 0,3 cem 
ro Bestimmung verwendet. 

Die Untersuchung des Hypophysins ergab: 


POGUE ck sk Schutzserum ..... 50% 
bieones ook. . . . «pe « 92% Schutzserum gek. . . . 50°, 
Schutznormalsdure . . . 52°, » Schutzmaleinséure . . . 68°, 
Normalséure ..... . 42% Normalserum ... . . 54% 


Die cytolytische Durchpriifung des Hypophysins ergab demnach, 
mit Ausnahme einer geringen Verminderung der schiitzenden Malein- 
siurewirkung, ein negatives Resultat. 

Die Priifung im Tierversuch, bei der etwa vier Voegtlin-Einheiten 
pro Maus verwendet wurden, ergab eine schwache Hemmung des Tumor- 
wachstums und eine Verldngerung der Lebensdauer (54 Tage gegeniiber 
44 Tagen der Kontrolle). 

Im AnschluB an die Priifung des Hypophysins untersuchten wir 
die Wirksamkeit von Oxytozin (Orastin) und Vasopressin (Tonephin), 
welche uns in hochkonzentriertem Zustande und fester Form zur Ver- 
fiigung standen. 


Bei der cytolytischen Priifung von Oxytozin wurden Mengen ent- 
e e * i mn] 


sprechend 1 Voegtlin-Einheit pro Bestimmung verwendet. Diese ergab: 
POGUE iw we wl we oe Re Schutzserum .... . 62% 
LOsung gk. ..... . 96% Schutzserum gek. . . . 62° 
Schutznormalséaure . . . 49°, Schutzmaleinséure . . . 87° 
Normalsfure ..... . 489 Normalserum ..... 57 


Das Resultat war negativ. Oxytozin verhalt sich indifferent. 

Die gleichzeitig durchgefiihrten Tierversuche, bei denen etwa zwei 
Voegtlin-Einheiten pro Maus verwendet wurden, ergaben ein im Anfang 
etwas verringertes Wachstum bei nur wenig veranderter Lebensdauer 
(52 Tage gegeniiber 45 Tagen der Kontrolle). 

Die cytolytische Priifung des Vasopressins, von welchem Mengen 
entsprechend 35 Einheiten pro Versuch verwendet wurden, ergab: 


Dee Sy at Of, BBS Schutzserum ..... 53° 
house gok... <i. « « 89! Schutzserum gek. . . . 55° 
Schutznormalséure . . . 48°, Schutzmaleinsaure . . . 80°, 
Normalséure ..... . 48' Normalserum .... . 52° 


Das Resultat war negativ. Vasopressin verhalt sich indifferent. 

Auch im Tierversuch, bei welchem 700 Einheiten pro Maus ver- 
wendet wurden, fanden sich keinerled Differenzen gegeniiber den Kon- 
trollen (Lebensdauer 39 Tage gegeniiber 44 der kontrollgeimpften 
Mause). Die im Hypophysin cytolytisch schwach zur Geltung kommende 
und das Tumorwachstum hemmende Substanz ist also weder mit dem 
Oxytozin, noch mit dem Vasopressin identisch. Bei der Untersuchung 


24* 
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des uns ebenfalls in konzentriertem, festem Zustande zur Verfiiguig 
stehenden Hypophysenvorderlappenextraktes Preloban, welcher  d 
gesamten Wirkstoffe des Hypophysenvorderlappens enthalt, wurd 


bei der cytolytischen Priifung etwa !), Reifungseinheit pro Versuc! 


5 
verwendet. Die cytolytische Priifung ergab: 


BOGUNe: 6og. t Se Schutzserum .. . Oe ody 
Lésung mek. ..... . 98% Schutzserum gek. . . . 8/° 


Schutznormalséure . . . 57°, Schutzmaleinsaure . 
Normalsfure ...... 49% Normalserum ... . 


Bei der Untersuchung des Extraktes des Hypophysenvorder- 
lappens fanden wir also ein deutliches Schutzvermégen fiir Carcinom 
zellen gegeniiber der lésenden Kraft des Normalserums. 

Im Tierversuch wurde etwa 1 Reifungseinheit pro Maus verwendet 
Bei der mehrfach durchgefiihrten Priifung im Tierversuch wurde in allen 
Fallen eine Férderung des Tumorwachstums und eine Verminderung dei 
Lebensdauer gefunden. Die Verminderung der Lebensdauer betrug gegen 
iiber den kontrollgeimpftten Tieren, je nach Versuchsserie, im Durchschnitt 
7 bis 10 Tage. 

Von den Sexualhormonen untersuchten wir ein hochkonzentriertes 
Prolan-Priparat in fester Form, eine in Ol geléste Vorstufe des mann- 
lichen Sexualhormons, ein Handelspraparat von  Follikelhormon. 
welches 200 Mauseeinheiten pro 1 ccm enthielt (Hogival), ein kristalli- 
siertes Follikelhormon (Unden) und einen kristallisierten Benzoesaure- 
ester des Follikelhormons (Progynon B). 

Die cytolytische Priifung von Prolan, von dem 100 Einheiten pro 
Versuch verwendet wurden, ergab: 

1) ae a ~ 88% Schutzserum .. - 49% 
IN AE ean 2 BEM Schutzserum gek. » &% 
Schutznormalsfure . . . 48°, Schutzmaleinsaure 64°, 
Normalséure ..... . 47% Normalserum ... . 49° 


Prolan zeigt also eine Verminderung des Schutzvermégens der Malein- 
sdure gegeniiber den Krebszellen. 

Bei der Priifung im Terversuch, bei welcher 3200 Einheiten pro 
Maus verwendet wurden, fanden wir eine Verlangerung der Lebensdaucr 
gegentiber den Kontrollen (50 Tage gegeniiber 40 Tage der Kontrolle). 

Fiir die Untersuchung des mdnnlichen Sexualhormons stand uns 
eine in Sesamél geléste Vorstufe des Hormons zur Verfiigung. Die 
cytolytische Priifung, bei welcher 0,1 cem der éligen Lésung pro Versuch 
verwendet wurde, ergab: 

BN 5 ig ws 4 we. 90 °%% Schutzserum .. 55% 
Lésung gek. . ... 91% Schutzserum gek. + 2 eee 
Schutznormalséure . . 52% Schutzmaleinséure 88°. 
Normalséure ... . 48°, Normalserum . . 51% 
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Mannliches Sexualhormon erwies sich also indifferent. 

Von Tierversuchen wurde aus technischen Griinden einstweilen 
ibgesehen. Bei der Priifung des wetblichen Sexualhormons, von dem, 
wie vorher erwaihnt wurde, drei Praparate zur Verfiigung standen, 
waren die verwendeten Mengen fiir jeden cytolytischen Versuch: 
100 ME. vom Handelspraparat, 2000 bis 3000 Einheiten von den 
kristallisierten Follikelhormonpraparaten. Zur Kontrolle wurde auch 
die Benzoesiure allein (2 mg) im cytolytischen Versuch gepriift. Die 
Zugabe der kristallisierten Follikelhormone geschah nach Auflésung der 
Substanz in Alkohol durch Zugabe von 0,1 cem der alkoholischen Lésung. 

Die bei der cytolytischen Priifung gefundenen Werte sind in der 
Tabelle I vereinigt. 

Tabelle LI. 





Schutz- Schutz- Schutz- 


Lisung Lésung pormal- Normal- Sehutz-' serum  malein- Normal- 


gekocht  ciure siure serum gekocht siure Serum 
( 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 , 0 , 
Handelspraparat . ol 55 42 46 57 60 72 53 
Kristallisiertes 
Follikelhormon 64 67 50 45 48 50 74 50 
Benzoesaureester 93 94 52 49 49 50 83 55 
Benzoesaure . . 93 _ 50 47 88 95 93 53 


Die cytolytische Priifung ergab beim Handelspriparat und beim 
kristallisierten Follikelhormon ein deutliches Lésungsvermégen gegen- 
iiber Carcinomzellen, wahrend der Benzoesdureester keinerlei Wirkung 
zeigte. Da die Benzoesdure selbst im cytolytischen Versuch schiitzend 
wirkte, so ist die Méglichkeit vorhanden, daB die Wirkung der Benzoe- 
siure die des Follikelhormons aufhebt. 

Die weitere cytolytische Priifung der Spezifitat des Loésungs- 
vermégens des Follikelhormons gegeniiber Sarkom- und Normal- 
leberzellen, sowie in Gegenwart von Serum von Carcinomatésen ergab 
ein negatives Resultat: 

Lésung-Sarkomzellen . . 84°, Lésung-Carcinomserum . 87°, 
Lésung-Normalleberzellen. 97°, Carcinomserum 92% 

Diese Versuche zeigen, da das Lésungsvermégen des weiblichen 
Sexualhormons streng spezifisch ist, dabei aber den Schutz, den das 
Serum von Carcinomatésen auf Carcinomzellen ausiibt, nicht tiber- 
winden kann. 

Bei der Priifung im Tierversuch wurden 100 Mauseeinheiten vom 
Handelspraparat und 3000 bis 4000 Einheiten von den kristallisierten 
Follikelhormonen pro Maus verwendet. Diese Untersuchung ergab 
bei allen drei Praparaten keinerlet Verdnderungen des Tumorwachstums 
und der Lebensdauer gegeniiber den kontrollgeimpften Tieren. 
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Als Schilddriisen-Praparat wurde das die Wirkungen der Gesam' 
driise enthaltende Llityran, welches uns frei von Zusatzen zur Vey 
fiigung stand, verwendet. Die cytolytische Priifung, bei welcher 2 mg 
pro Versuch gebraucht wurden, ergab: 





pea i a ee RR Schutzserum 
iLieung gok. 2... i « . « RO% Schutzserum gek. 
Schutznormalsaure . . . 50°, Schutzmaleinsaure . 
Nommaissure ..... . 6% Normalserum 


Das Schilddriisenpraparat erwies sich also indifferent. 

Bei der Priifung im Tierversuch wurde bei Verwendung geringer Extra), 
mengen (2 mg pro Maus) in den ersten 3 Wochen ein rascheres Tumorwachstu 
beobachtet, welches aber im weiteren Verlauf dem der Kontrollen gleic| 
wurde, bei unverdnderter Lebensdauer (36 Tage gegeniiber 40 der Kontrollen 
Bei Verwendung gréperer Extraktmengen (10mg pro Maus) wurde ve: 
mindertes Tumorwachstum und dabei eine sehr starke Verminderung d: 
Lebensdauer beohachtet, wobei die Tiere bald schwer kachektisch wurden 

Fir die Jnsulin-Untersuchung wurde das Wellcome-Praparat mit 
40 Einheiten pro ccm verwendet. Diese Untersuchung ergab sowohl! 
im cytolytischen (2 Einheiten pro Versuch) wie auch im Tierversuch 
(0,2 Einheiten pro Maus bei gleichzeitiger Kohlenhydratzufuhr) ketnerlei 
Besonderheiten. 


Cytolytische Ergebnisse mit Insulin: 


Leen wg ee te ww ey, Schutgserum .... . 53° 
Loésung gek. ...... 90% Schutzserum gek. . . . 59° 
Schutznormalséure .. . 43°, Schutzmaleinséure . . . 86° 


Normalséure ...... 46% Normalserum ..... 54% 


Die cytolytische Priifung des Adrenalins, fiir welche 0,5 mg_ pro 
Versuch verwendet wurden, ergab: 


Lésung AS, Looe at. ae on | ne Schutzserum Cot oe ee 
LOeung @oxk. . . . . « . 62% Schutzserum gek. . . . 53° 
‘ Sehutznormalsaure . . . 34% Schutzmaleinsaéure . . . 80°, 
Normaimiure . ...« . « 417% Normalserum .... . 50% 


Die Versuche mit Adrenalin ergaben also ein deutliches Lésungs- 
vermogen und VergréBerung des Lésungsvermégens der Normaldarm. 
siure fiir Carcinomzellen. 

Die weitere Priifung der Spezifitat des Lésungsvermégens des 
Adrenalins durch Untersuchung des Lésungsvermégens gegeniiber 
Sarkom- und Normalleberzellen und in Gegenwart von Serum von 
Carcinomatésen ergab: 


Lésung-Sarkomzellen 57 Y, Lésung-Carcinomserum . . 91° 
Lésung-Normalleberzellen . 50°, Carcinomserum ... . . 94° 


Nach diesen Versuchen zeigt das Adrenalin ein unspezifisches 
Lésungsverméogen, welches aber das Schutzvermégen des Serums von 


Carcinomatésen nicht aufhebt. 
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Die Prifung im Tierversuch, bei der 0,05 mg pro Maus verwendet 
wurden, ergab ein negatives Resultat. Die durchschnittliche Lebens- 
dauer war 57 Tage gegeniiber 51 Tage der kontrollgeimpften Tiere. 

Die Untersuchung von Histamin, von dem je 2 mg im cytolyti- 
schen Versuch und je 1 mg pro Maus im Tierversuch verwendet wurden, 
ergab in beiden Versuchsreihen ein negatives Resultat. 


PAW ae os oe 2 BY, Schutzserum .... . 529 
ioame ook. 2.4 s «--.« W% Schutzserum gek. . . . 53° 
Sechutznormalsiure . . . 55°) Schutzmaleinsaure . . . 85‘ 
Normalsfure ...... 951% Normalserum .... . 50° 


Lebensdauer der Tiere 42 Tage gegeniiber 45 Tagen der Kontrolle. 

Von den in den letzten Jahren als kreislaufwirksam gefundenen 
Substanzen standen uns zwei Praparate: die Adenylsaiure von I. G. 
und die Adenosinphosphorsiure von Boehringer zur Verfiigung. 

Die Untersuchung der Adenosinphosphorsdure (Boehringer) ergab im 
cytolytischen Versuch, bei welchem 2mg pro Bestimmung verwendet 
wurden: 


MRRONG 4 Goal & eo nek, Schutzserum hele 
Peete gek.. . . . « « « 18% Schutzserum gek. . . . 50 

Schutznormalsiure . . . 48°, Schutzmaleinsdure . . . 61°, 
Normalséure ..... . 49% Normalserum .... . 48° 


Es ergab sich also eine deutliche Verminderung des Schutzvermdgens 
der Maleinsdure fiir Carcinomzellen. Die Pritfung im Tierversuch. 
bei welcher 20 mg pro Maus verwendet wurden, ergab eine deutliche 
Verminderung des Tumorwachstums und eine Verldngerung der Lebens- 
dauer gegeniiber den Kontrollen (60 Tage gegeniiber 45 Tagen der 
Kontrolle). 

Dasselbe Resultat erhielten wir im Tierversuch bei Anwendung 
der Adenylsdure (1. G.). Bei ihrer Verwendung beobachteten wir in 
den ersten Stunden nach der Impfung voriibergehende schwere Intoxi- 
kationserscheinungen an den Tieren (Bewegungseinschrankung, Apathie). 


Ill. Blutgerinnung beeinflussende Substanzen. 


Von den die Blutgerinnung beeinflussenden Substanzen unter- 
suchten wir das nach Fonio dargestellte gerinnungsférdernde Coagulen 
(Ciba) und ein Hirudin-Praparat, von welchem 1 mg bei 7,5 cem Blut 
die Gerinnung verhindert. 

Die cytolytische Priifung des Coagulens, von dem 4mg pro Versuch 
verwendet wurden, ergab: 


Den ee Sees a Schutzserum ..... 52 
beeing gees. . swt + BBG Schutzserum gek. . . . 55° 
Schutznormalsiure . . . 48°, Schutzmaleinséure . . . 81° 
Normalséure ...... 47% Normalserum ... . . 50° 


Das Ergebnis ist negativ. Congulen erwies sich indifferent. 
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Ebenso negativ fielen die Tierversuche aus, bei welchen 20 mg pro Mau 
verwendet wurden. Lebensdauer 43 Tage gegeniiber 45 Tagen der Kontrol! 

Die cytolytische Untersuchung von Hirudin, von welchem 2 mg jy 
Versuch verwendet wurden, ergab: 

RMU gk we owe ee Schutzserum 

Lieung gek. ....« « O% Schutzserum gek. 

Schutznormalséure . . . 52°, Schutzmaleinsaure . 

Normalséure ..... . 46% Normalserum .... . 38 


oO 
oO 


( 


Das Resultat war negativ. Hirudin erwies sich indifferent. Bei de: 
Priitung im Tierversuch, bei welcher 20mg pro Maus verwendet wurden, 
wurde in den ersten 3 Wochen ein etwas gesteigertes Tumorwachstum be 
unveranderter Lebensdauer (47 Tage gegeniiber 51 Tagen der Kontrolle) 
gefunden. 

Der technischen Hilfskraft des Instituts, Frl. H. Morth, méchten wit 
auch an dieser Stelle fiir die Durchfiihrung der zahlreichen cytolytischen 
Untersuchungen bestens danken. 


Zusammenfassung, 


Es wurde eine Reihe von Vitaminen, Hormonen und die Blut- 
gerinnung beeinflussender Substanzen auf ihre Wirksamkeit gegen- 
iiber Carcinom in vitro und in vivo gepriift. Diese Untersuchungen 
ergaben keinerlet Beeinflussung sowohl im cytolytischen, wie auch im 
Tierversuch durch die wasserléslichen Vitamine B, und B,, durch 
die einzelnen Hormone des Hypophysenhinterlappens (Oxytozin, 
Vasopressin), Schilddriisenextrakt, mannliches Sexualhormon, Insulin, 
Histamin, Coagulen und Hirudin. Keinerlet Wirksamkeit im Tierversuch. 
wohl aber bei der cytolytischen Priifung zeigten weibliches Sexualhormon, 
das ein spezifisches, und Adrenalin, das ein unspezifisches Lésungs- 
vermogen fiir Carcinomzellen zeigte. 

Hypophysenvorderlappenextrakte zeigen im cytolytischen Versuch 
Schutzvermégen fiir Carcinomzellen, im Tierversuch eine Verminderung 


der Lebensdauer der gleichzeitig mit Tumor geimpften Mause. Vitamin D 


zeigt im cytolytischen Versuch eine geringe Verminderung des Lésungs- 
vermégens der Normaldarmsaure, im Tierversuch eine geringe Steigerung 
des Tumorwachstums. Vitamin C zeigt keine Wirksamkeit im cytolyti- 
schen Versuch, dagegen geringe Steigerung des Tumorwachstums und 
Verringerung der Lebensdauer. 

Alle eine Verminderung des Tumorwachstums und Lebens- 
verlangerung bewirkenden Substanzen (Vitamin A, Hypophysin, Prolan 
und Adenosinphosphorsaure) zeigten im cytolytischen Versuch eine 
Verminderung des Schutzvermégens der Maleinsaure fiir Carcinom- 
zellen. Das diese Eigenschaften am starksten zeigende Vitamin A 
verursachte auch eine Verminderung des Schutzvermégens von Serum 
von Carcinomatésen gegeniiber Carcinomzellen, und im Tierversuch 
verhinderte es bei einem Teil der Mause das Aufgehen des Tumors. 








Ih. 
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Die Beeintlussung des Carcinoms, soweit sie durch die einzelnen 
Hormone und Vitamine erfolgt, ist verhaltnismaBbig gering, so dab sie als 
primare Ursache der Entstehung von Carcinom wenig in Frage kommen, 
wenn auch Wirkungen auf das Wachstum der Geschwiilste vorhanden sind. 

Die Untersuchung der Wirksamkeit des Vitamin A, der Hypo- 
physenextrakte und der Adenosinphosphorsaure bei bésartigen Ge- 
schwiilsten wird am Tier und am Menschen fortgesetzt. 

Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der F. A. Pearson-Stiftung. 
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Resorption und Ausscheidung 
des Follikulins im mensechlichen Organismus. 


I. Mitteilung: 
Follikulingehalt der Nahrung. 
Von 
Hans Eng. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo, Norwegen 
Ausgefithrt mit Untersttitzung von ,,Aktieselskabet Freia Chokoladefabrik 
Medicinske Fond". 


(Eingegangen am 8. Mai 1934.) 


Uber den Follikulingehalt menschlicher Nahrungsmittel liegen nui 
wenige Veréffentlichungen vor. U.a. haben Dohrn und Mitarbeiter (6 
Bestimmungen an Kartoffeln, Petersilien und dem Fleisch verschiedene: 
Friichte vorgenommen. Butenandt und Jacobi (3) haben die wah: 
scheinliche Identitat des vegetabilischen und tierischen Follikulins 
dargetan. Loewe und Mitarbeiter fanden (7) in Vegetabilien wechselnd« 
Mengen Follikulin. Je nach dem extrahierten Pflanzenteil wurden 
zwischen 0,3 und 200 ME. je kg Feuchtsubstanz gefunden. Fellner (8 
konnte Follikulin u. a. in Mehl, Reis, Eigelb und Fischrogen nachweisen 
Als Test diente Uteruswachstum und Mammahypertrophie. Indessen 
sind derartige Untersuchungen von wesentlicher Bedeutung bei Ent 
scheidung der Frage iiber die Herkunft des im Harn und Faces von 
Mannern nachgewiesenen Follikulins. Bei einer Arbeit tiber die Re 
sorptions- und Ausscheidungsverhiltnisse des Follikulins im mensch. 
lichen Organismus hat es sich als notwendig erwiesen, zuerst einma! 
die mit der taglichen Nahrung zugefiihrten Follikulinbetrage zu_er- 
mitteln. 

Als Untersuchungsmaterial dienten Tagesportionen, wie sie de1 
iiblichen Tageskost in den _ hiesigen Krankenhausern entsprechen 
Der Kaloriengehalt dieser Nahrung belauft sich auf 1877 bis 3018 Kal 
Bei drei der im nachfolgenden mitgeteilten sechs Versuchsserien ist 
Butter nicht verwendet worden. Einzeluntersuchungen iiber den 
Follikulingehalt verschiedener Nahrungsmittel sind im Gange, woritiber 
in kurzem berichtet werden wird. 

Technik: a) Prdparativer Teil. Es wurde im wesentlichen unte: 
Beriicksichtigung der von Butenandt [(1) bis (5)] mitgeteilten Tatsachen 
gearbeitet: 


Follikulin ist ausgesprochen lipoidléslich und sowohl in saurem wi 
alkalischem Gebiet sehr temperaturbestandig. Lipoidlésungsmittel ent 
ziehen es verhaltnismaBig leicht sauren Lésungen, wahrend aus alkalische: 
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Losungen nur 35 bis 50°, extrahiert werden kénnen. Infolge seiner geringen 
Verseifbarkeit kann es von vielen Ballaststoffen leicht durch Verseifen 
vefreit werden. Aus sauren follikulinhaltigen Atherlésungen kénnen durch 
Schiitteln mit Lauge zahlreiche Ballaststoffe entfernt werden. Durch An- 
sauern des alkalischen Extraktes und erneutes Ausschiitteln mit Ather 
laBt sich mitextrahiertes Follikulin zuriickgewinnen. Natriumbicarbonat- 
l6sungen entziehen sauren follikulinhaltigen Atherlésungen einen Teil 
der sauren Verunreinigungen ohne Follikulinverluste. 

Der zur Extraktion und Konzentrierung des in der Nahrung enthaltenen 
Follikulins benutzte Arbeitsgang ist im wesentlichen folgender: 

1. Kleinschneiden der Nahrungsmittel, Zerreiben, einstiindiges 
Trocknen bei 70° bis zu dickfliissiger Konsistenz. 2. Zusatz von 3 Liter 
96°,igem Alkohol. Schiitteln auf der Schiittelmaschine. Filtration. 
Filtrat-Fraktion I. 

3. Eintrocknen des Riickstandes bei 70°. 4. Abwagen eines aliquoten 
Teiles des Riickstandes (1/3). Abfiillen von Fraktion I im entsprechenden 
Verhaltnis (1/3). 5. Extrahieren des Riickstandes im Soxhlet mit 96 °,,igem 
Alkohol, Dauer 24 Stunden. Viermaliges Wechseln des Alkohols. Frak- 
tion II. 

6. 9stiindige Atherextraktion. Fraktion III. 

7. 101/, stiindiges Extrahieren mit Aceton. Fraktion IV. 

8. Vereinigen der Ausziige I bis IV. Verjagen der Extraktionsmittel 
auf dem Wasserbad. Eindampfen bis auf ein kleines Volumen. 9%. Verseifen 
mit alkoholischer Lauge. Abdestillieren des Alkohols. 10. Dreimaliges 
Ausschiitteln des verseiften Extraktes mit groBen Mengen Ather. Die 
vereinigten Atherausziige werden mit Wasser gewaschen. Fraktion V. 

11. Hydrolysieren der verseiften Fraktion mit HCl, Filtration und 
siebenmaliges Ausschiitteln mit groBen Mengen Ather. Vereinigen der 
Atherfraktionen. Waschen mit Wasser. Fraktion VI. 

12. Vereinigen der Fraktion V und VI. Neutralisieren mit KOH 
und Filtration. Abtrennen der wasserigen Verunreinigungen im Scheide- 
trichter. Abdestillieren des Athers im Vacuum. 

Der erhaltene Riickstand ist zuweilen eine diinnfliissige Masse, die 
direkt injiziert werden kann, zuweilen aber muB er in Ol. sesami  aut- 
genommen werden. 

b) Biologischer Teil. Zur Auswertung des in den Nahrungsausztigen 
enthaltenen Follikulins wurden 20g schwere kastrierte weibliche Mause 
verwendet. Die Mause wurden 5 bis 6 Wochen nach der Kastration taglich 
vor ihrer endgiiltigen Verwendung kontrolliert. Dies erweist sich als not- 
wendig, da der Oestrus bis zu 35 Tagen nach unvollstandiger Kastration 
auftreten kann (Zondek). Ich selbst fand in zwei Fallen Oestrus 28 und 
35 Tage nach der Kastration, trotzdem alle friiheren Abstriche Dioestrus 
ergeben hatten. Nach mehreren Versuchen blieb ich bei drei Injektionen 
innerhalb 36 Stunden. Nur voller Oestrus bzw. beginnender Metoestrus 
ohne kernhaltige Epithelzellen wurden als positive Reaktion ausgewertet. 
Die Ergebnisse wurden nach Wiechowski (9) berechnet, wodurch man 
einen Ausgleich der bei den Injektionen unregelmaBig auftretenden Re- 
aktionen erzielt. 


Im folgenden sind die pro Tagesportion verwandten Nahrungs- 
mittel, ihr Gewicht und die gefundenen Follikulinmengen mitgeteilt. 
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Nahrungsmittelextrakt 1. 12. Mai 1933. 


1. Roggenbrot ... iat omnes 6a cae a 364.0 Kal. 
2. GAMOUIOTOL .. 6 6s 2 ws we ZO 95 62,8 
SEN MMEMMNEA, accra al 9 Loe” ayo chy se Woe) ce ee 207,7 
IO cals, és uh, a el con bee aR wen LS, 32,0 
5. Orangenmarmelade .... . 80 ,, 239,2 
6. Rauchwurst ... ae ES 4s 50,1 
7. Ziegenkise a nr rete ee iy ar 58.0 
8. Zuemer 5 « sss ; So 55 135,: 
OA swe ca : 74,0 
10. 3 geschaélte Orangen ...... 289,, 176,3 
ll. Entgrateter Hering eee 92 ,, 125,3 
2. MHartotlem.... o Veuedy = Sh ae, a 136,5 
13. Erbsensuppe..... ; , 366 ,. 215,9 
id, ameebohmem 2. 6k kk st ek © s 0 


iS, eee 6 A RS eA d 's5 0 


Gesamter Kalorienwert (Fettmenge etwa 45g) . . 1575 Wal. 


Der erhaltene Extrakt, in 50 cem Ol. sesami gelést, wurde 29 Mausen 
injiziert. 





Extrakt- : , as y ; 7 
menge Entspricht Positive Negative T Total 
Tiere Tiere ot ie 


Positiv 


ecm ME. positiv negativ 9/9 


20 13 
25 9 
33 6 
59 2 
109 : 12 


non > 


75°, der Tiere positiv bei ungefaihr 22 ME. 


Nahrungsmittelextrakt 2. 17. Juli 1933. 


. Roggenbrot ... . 1L50¢ 369,0 Kal. 
2. WeiBbrot . he . wo 67.0 
PMO, eee sue ; . , B00 .. 201,0 
a ae ae ers - . 38,3 
PreiBelbeerkompott . iis Aen Fe 133.5 
Schweizerkése .. ‘ 20 76,2 
. Ziegenkése .. : : 20 68,2 
8. Zucker . ; a tay kd Ue a 135,3 
Dee ik. tains eel Ve oe ei cin tells 148.0 
10. 3 geschalte Orangen . 200, 180,0 
ET, Girone... wk te 5 123.8 
12. Kaffeebohnen os ae 5 0,0 
13. Teeblatter .. . . aoe 0.0 
14. Fischkl6Be . . . : » 260... 460.0 
15. Sagosuppe.. . ae: | ae 87,0 


Gesamter Kalorienbetrag (Fettmenge etwa 65g) . . 2087,8 Kal. 
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Nahrungsmittelextrakt 2, in 10 cem Ol. sesami gelést, wird 9 Mausen 
eingespritzt. 





Extrakt- 
menge 
eem ME. 


Entspricht Positive Negative ms Total Positiv 
Tiere Tiere Tot 


positiv negativ 0/6 


58,3 1 0 2 66,7 
93,4 2 1 0 2 y 50,0 
4 1 0 ) 0 


positive Tiere bei 50 ME. 


Nahrungsmittelextrakt 3. 24. Oktober 1933. 
Er wurde aus denselben Nahrungsmitteln wie 2, jedoch mit geringen 
Anderungen der Methodik dargestellt. Der erhaltene Extrakt, gelést in 
20 cem Ol. sesami, wurde 10 Mausen injiziert. 





Extraktmenge Entspricht a ” _ ‘ . Positiv 
. a Positive Tiere Negative Tiere 
ecm ME. 0 


1,5 62 7 3 70 
Nachgewiesen etwa 50 ME. 


Dieses Ergebnis stimmt gut mit dem Resultat von Versuch 2 iiberein. 


Nahrungsmittelextrakt 4. 7. Februar 1933. 


. Roggenbrot . . . - « « 4502 369.0 Kal. 
2. WeiBbrot . . pi eae eee 94,5 
WHIGH 0s 6k aa ‘ . 340,, 277,8 
RN eS a te “dy . 40, 85,2 
Stachelbeerkompott ... . « 14s 394,8 
3. Weichkaése, Marke ,,Primula‘ «wise 43,8 
5 I SS dee! ee 20 ,; 68,2 
By ee ee ee ee em 164,0 
28 rae ‘ es 148,0 
a Sa er. 240, 1] 
11. Gekochte Kartoffeln . . . ~ 500 127.5 
Pe. OCUIRNer . 6 kk kw ; 5, : 
13. Gekochter Schellfisch . . . a 6 Fes 85.0 
14. Diinner Milchreisbrei . . . . . . 300,, 93.0 
Fae RON ne ak hth ne wee ee 353,3 


Gesamter Kalorienbetrag (Fettmenge etwa 82 g) 2494,2 Kal. 


Der erhaltene Extrakt, in 50cem O.sesami gelést, wird 8 Mausen 
eingespritzt. 





Extraktmenge Entspricht — . - ; ‘ Positiv 
8 a Positive Tiere Negative Tiere 
ecm ME. 


5,0 40 6 2 


Nachgewiesen 40 ME. Follikulin. 
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Nahrungsmittelextrakt 5. 


Roggenbrot 

Milch 

Sahne . ee 
PreiBelbeerkompott 


Weichkase, Marke ,,Primula‘ 
). Ziegenkiése . 


9, 
10. 
at. 
12. 
13. 
14. 


VASCS | 
a a 
4 Apfel Ganceieh. ce 
Gekochte Kartoffeln , 
Teeblatter . . . <% 
Gekochter Schellfisch . 
Diinner Reisbrei . . . 
pwede 


4. Dezember 


185 


4 


343 ,, 
23 , 
204 , 
12 .; 
45, 
62 , 
103 , 
219, 
150, 


13 
125 


313 


88, 


. 


B55 


Gesamter Kalorienbetrag (Fettmenge etwa 137 g) 


Der Extrakt wird 24 Mausen eingespritzt. 
fliissig, élartig, 15 cem, und direkt zur Injektion geeignet. 


Zusatz. 


Der Ex 


1933. 


455.0 Kal. 
230 
262 
363 
35 
153 
254 
148 
129 
112 
0 
85 
97 


695 


3018 Kal. 


trakt war diinn- 


Kein Ol. sesami- 





Angewandte 


Menge 
ecm 


1.5 
0.3 
0.15 
0,13 
0,09 


0 
‘od 


Negative 
Tiere 


Positive 
Tiere 


Entspricht 
ME. 


30 
150 
3800 
346 ( 
500 0 


2 
0 
0 
0 


0 


t 


positiv 


15 
12 
Ss 
0 
0 


Total 


Positiv 


negativ D/o 


100 
85,8 
72,7 

0 
0 


der Tiere waren positiv bei einem Wert von 290 ME. Follikulin. 


Mit dieser Methodik ist in der gesamten Tagesportion eine Follikulin- 
menge von ungefihr 290 ME. nachgewiesen worden. 


Nahrungsmittelextrakt 6. 


25 


5. Januar Is 


B34. 


Zu diesem Versuch dienten dieselben Nahrungsmittel wie in Versuch 5. 
Indessen wurde eine Veranderung in der Aufarbeitungsmetodik vorge- 


nommen. 


Der erhaltene Extrakt 


Ol. sesami aufgenommen werden. 


war dickfliissig und mute in 


20 cem 





Angewandte 


Menge 
cem 


1,2 
0.9 
0.6 
0.3 


Entspricht Negative 
Tiere 


ME 


Positive 
Tiere 


50 4 
66,7 3 
100 4 
200 0 


“ 
Do 


Tot 


0 
0 
0 
0 


Total 


Positiv 


positiv negativ 9/9 


1 


91,67 

87,5 

36,36 
10 0 


der Tiere waren positiv bei einem Wert von 80 ME. 


Fehlerquellen. Die Versuche sind mit vielen und nicht unerheblichen 


Fehlerquellen behaftet. 


Die wichtigsten sind folgende: 
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1. Direkter Substanzverlust im Verlaufe der langwierigen Autarbeitungs- 
prozesse. Verluste schatzungsweise | bis 5°,. 

2. Unvollstindige Ausbeute bei den Extraktionen. Ein Vergleich 
mit den Ergebnissen anderer Forscher ist hier von Interesse. Siebke (10) 
rechnet mit 75 bis 100°, Ausbeute bei seiner Harnextraktionsmethodik, 
mit héchstens 75°, bei den Facesextraktionen, wobei die Verluste bei 
fettreicher Kost am gr6Bten sind. Kemp und Pedersen-Bjergaard (11) 
rechnen bei ihrer Facesextraktion mit 66 bis 70,5°, Ausbeute. Verglichen 
damit kann man wohl bestenfalls mit einer Ausbeute von 70°, bei meinen 
Nahrungsmittelextraktionen rechnen. Wahrscheinlich ist die Ausbeute 
noch etwas niedriger. 

3. Follikulinverluste wdhrend der verschiedenen Reiniqgungsprozesse. 
Die GréBe dieser Verluste laBt sich nur schwer angeben. Als Minimum 
muB man mit 5 bis 10°, rechnen. 

4. Schwankungen in der Reaktionsweise der Versuchstiere auf die In- 
jektionen: Aus den Versuchsprotokollen geht hervor, da die Mause auBerst 
verschieden auf die Injektionen reagierten. Zum groben Teil diirfte dies 
durch dén Reichtum an = schwerresorbierenden Ballaststoffen bedingt 
sein, sowie durch die schlechte Resorbierbarkeit des Oles, das als Lésungs- 
mittel des haufig dickfliissigen Extraktes dient. 

Nach Loewe und Mitarbeitern (7) erhéhen Terpene, Harze und Pflanzen- 
éle die Loéslichkeit des Follikulins in Ol und vermindern die Resorption 
bei der Maus. Ferner muB8B mit einer Gewebereizung gerechnet werden, 
die eine verringerte Resorption nach sich ziehen kann. Nach den Versuchen 
lieBen sich groBe Mengen wirksamen Oles unresorbiert unter der Haut 
liegend auffinden. Cook und Mitarbeiter (12) erwahnen ein ahnliches 
Verhalten und behaupten, daB ein in Olivenél geléster Extrakt zu 50°, 
schlechteren Ergebnissen fiihre als die Anwendung von Ol. sesami. Hin- 
gegen behaupten Deanesly und Parkes (13), daB Ol. sesami und Ricinusél 
langsamer als Olivenél resorbiert werden. Nach Injektion von 0,2 cem 
Olivenél war 7 Tage spiiter noch die Halfte unresorbiert im Unterhaut- 
gewebe vorhanden. Oestrin (Follikulin) in Ol gelést und Mausen eingespritzt, 
lieB sich noch nach lingerer Zeit in dem abgelagerten Ol nachweisen. 

Ich pftlege nach Abschlu8 meiner Versuche die Méause durch einen 
Hautschnitt von diesen Oldepots zu betreien. Versuche iiber den Follikulin- 


vehalt dieser Oldepots sind im Gange. 

Charakteristisch ist. daB wir in Versuch 5, bei welechem ein direktes 
Injizieren des Extraktes méglich war, 290 ME. fanden, wahrend in dem 
mit analogen Nahrungsmitteln ausgefiihrten Versuch 6 sich nur 80 ME. 
nachweisen  lieBen. 3ei diesem Versuch war der erhaltene dickfliissige 
Extrakt vor der Injektion in O1 gelést worden. 


Schlubfolgerungen. 

Der in dieser Arbeit ermittelte Follikulingehalt der verschiedenen 
Nahrungsmittel spielt nach dem oben gesagten keine grofe Rolle, 
indessen darf man mit Sicherheit annehmen, da’ durch die tagliche 
Nahrungsaufnahme verhdltnismapBig groBe Betrage Follikulin in den 
Organismus eingefiihrt werden kénnen. 

Versuch 5 hat das einwandfreieste Ergebnis gezeitigt mit einer 
Follikulinmenge von 290 ME. Rechnet man mit einem Verlust von 
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ungefahr 30°,, wahrend der Extraktionen, so ergibt sich eine mdéglic}, 
Follikulinzufuhr von 300 bis 400 ME. mit der taglichen Nahrung 

Zur Entscheidung der Frage, ob das im Harn und Faces des no: 
malen Mannes gefundene Follikulin aus dem Organismus stammt 
oder mit der Nahrung zugefiihrt wird, sind verschiedene Versuch 
angestellt worden. 


Nach Zondek und v. Euler (14) ist das im Urin nachgewiesene Folli 
kulin nicht durch die Nahrung bedingt.  Indessen scheinen Follikulin- 
bestimmungen im Faces und der zugefiihrten Nahrung nicht vorgenommen 
worden zu sein. 

Kemp und Pedersen-Bjergaard haben eine Reihe sehr’ sorgfaltiger 
Untersuchungen tiber die Resorptions- und Ausscheidungsverhaltnisse 
des Follikulins bei Menschen und Tieren ausgefiihrt. Sie kamen zu folgendem 
Ergebnis : 

Der Urin normaler erwachsener Manner enthalt nur auBerst geringe 
Mengen Follikulin. Im Faces findet man zwischen 30 und 70 ME. Bei 
Versuchen mit Follikulingaben per os wurden an zwei Mannern und einem 
weiblichen Kastraten im Urin 5,7 bis 6 bzw. 3,4°, des gegebenen Follikulins 
wiedergefunden. Die eingegebene Follikulinmenge betrug 9000 bis 10000 ME. 
Wahrend im Urin der ausgeschiedene Anteil ziemlich konstant war. 
schwankte die im Faces ausgeschiedene Menge betrachtlich und lag zwischen 
4,1 bis 14,3°, des zugefiihrten Follikulins. Wahrscheinlich sind diese 
Schwankungen teilweise von der Darmperistaltik abhangig. Die Resorption 
des Follikulins ist von der Reinheit der angewandten Praparate abhangig. 
wobei unreine Praparate weit besser resorbiert werden als gereinigte 
Priparate, ein Befund, der mit den Ergebnissen von Schoeller, Dohrn und 
Hohlweg (15) iibereinstimmt. Unter der Voraussetzung, daB die von Kemp 
und Pedersen-Bjergaard gefundenen Ergebnisse iiber die Betrage an Folli- 
kulin in Urin und Faces nach Follikulinzufuhr per os auch dann gelten, 
wenn es sich um eine laingere Zufuhr geringer Mengen Follikulin handelt. 
kann man den durch die Nahrung bedingten Follikulinanteil berechnen. 
wenn man den Follikulingehalt der Nahrung kennt. 


Rechnet man bei den vorgenommenen Nahrungsextraktions- 
versuchen mit einer Ausbeute von 70°,, dann ergibt sich fiir die mit- 
geteilten Tagesportionen folgende ,,Follikulinbilanz”: 


Follikulin in der Nahrung ... 70 ME. 400 ME. 
Follikulin im Urin, 3.4 bis6°, . . 2.38 bis 4,2 ME. 13.3 bis 24 ME. 


Follikulin im Faces, 4 bis 14,3°,. . 2,80 bis 10,0 ME. 16,0 bis 57,2 ME. 


Diese Werte, ungefahr 3 bis 24 ME. im Harn und 3 bis 57 ME., 
im Faces stimmen auffallend gut iiberein mit den fiir gew6hnlich im 
Harn und Faces erwachsener Manner gefundenen Follikulinmengen. 
Die Richtigkeit dieser Auffassung soll in einer folgenden Untersuchungs- 
reihe weiter geprift werden. 


Auf Grund unseres augenblicklichen Wissens iiber die Resorptions- 
und Ausscheidungsverhaltnisse des Follikulins dirfte die Annahme 
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\ohl sehr wahrscheinlich sein, da das im Harn und Faces normaler 
erwachsener Manner vorhandene Follikulin aus der Nahrung herriihrt. 


Zum Schlusse sei es mir gestattet, Herrn Prof. Dr. med. Klaus Hansen 
fir sein groBes Interesse und das mir erwiesene Wohlwollen meinen besten 
Dank auszusprechen. 
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Untersuchungen iiber den ruminischen Tabak. 
Der Methylalkohol. 


Von 
I. Manta und N., Radu. 
[Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitat Cluj (Rumianien). 


(Eingegangen am 9. Mai 1934.) 


Der Tabak enthalt als drei wichtige Stoffkategorien Mineral- 
substanzen, Proteine und Kohlenhydrate. 


Unter ihnen sind die zwei ersten Kategorien in ihrer Wirkung auf die 
Qualitét des Endproduktes untersucht, und man kennt die Prozesse, die 
sich an der stickstoffhaltigen Materie abspielen. Feststeht, daB die Ver- 
garung des Tabaks keine Anderung der urspriinglichen Gesamtmenge des N 
verursacht. Was die Kohlenhydrate anlangt, so wurden in erster Linie die 
Starke und die Cellulose untersucht. Weniger erforscht waren bis voi 
kurzem die Pentosen, Pektine und die Glucuronide; die letzteren kénnen 
als kondensierte Kohlenhydrate und als Saponine vorkommen. Vor einige! 
Zeit! hat Newberg aus frischen Tabakblattern Pektin isoliert. Aus 1 kg 
frischen, getrockneten Blattern kann man 63.5 g rohes Pektin extrahieren 
und dieses liefert nach Reinigung und Behandlung mit Salzséiure Pektin- 
siure. In der Pektinséure wurden 4,5°, Methylalkohol, 5°, Essig- 
saure, 60°, Galakturonséure, 5°, Pentose und 4 bis 5°, Asche nach- 
gewiesen. 


Die Untersuchungen von Neuberg und seinen Schiilern lehrten, daB die 
Vergirung wichtige Verinderungen der Pektinsubstanzen verursacht. So 
wiesen Newberg und Kobel? nach, daB die frischen Tabakblatter 8 bis 9°/,, 
Methylalkohol enthalten, der durch Behandlung mit Alkalien frei wird. 
Diese Menge wird durch die Garung des Tabaks wesentlich verringert. 
Um die Veréinderungen an den Pektinsubstanzen wahrend der Garung 
erkliren zu kénnen, mu8 man sich die chemischen und enzymatischen 
Vorgiinge, die sich in den Blattern abspielen, vor Augen halten. Der Methy!- 
alkohol entsteht urspriinglich vielleicht durch die iibrigens bekannte® 
phytochemische Reduktion von Formaldehyd, er wird in Form von Pektin 
sdureester fixiert und dient so als mobiles Depot zur Bildung methylierte: 
Basen. Andererseits sind die Enzyme der Tabakblitter wie auch die Flora 
der Mikroorganismen, Pilze und Bakterien wahrend der Trocknung und 
Fermentation des Tabaks in Tatigkeit. Newberg und Kobel* fanden, dali 
in den Tabakblittern eine Pektase zugegen ist und die enzymatische Ab 
spaltung des Methylalkohols aus Pektin bewirkt. 


Der Methylalkohol des Tabaks kann nicht nur durch Alkaliwirkung 
frei werden, sondern auch unter Einwirkung von Wasserdémpten ®. 


' Diese Zeitschr. 248, 461, 1931. - ? Ebenda 179, 459, 1926. 
3 Ebenda 67, 104, 1914. — 4 Ebenda 190, 232, 1927. 
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Im Tabakrauch ist freier Methylalkohol zu finden. Newberg und Otten- 
tein! wiesen nach, dafi ein Raucher, der taglich 10 Zigarren raucht (70 g 
Tabak) 42 mg Methylalkohol inhaliert, aus 20 Zigaretten werden 40 mg 
Methylalkohol absorbiert. In physiologischer Hinsicht ist die Absorption 
dieser Methylalkoholmenge fiir den Organismus sicherlich schadlich, wenn 
wir die kumulative Wirkung des Methylalkohols in Betracht ziehen. Es 
werden besonders Methylalkoholvergiftungen bei Rauchern von nicht- 
fermentiertem Tabak erwahnt. 

In der vorliegenden Arbeit stellten wir die Methylalkoholmenge 
in den verschiedenen im Verkauf erhaltlichen Tabaksorten der rumani- 
schen Tabakregie fest. Wir bestimmten weiter den Methylalkohol in 
den nichtfermentierten trockenen Tabakblattern, die in der Mureschen 


Gegend gewachsen waren. 


Experimenteller Teil. 

Der Methylalkohol wurde nach Zeisel und pyknometrisch bestimmt. 

150g Tabak werden mit Wasser in einem Glaskolben von 1,5 Liter 
auf dem Wasserbad auf 80° erwairmt, dann 100 cem 10°,ige Natronlauge 
beigemengt, gut geschiittelt und 24 Stunden stehengelassen. Alsdann 
werden 50cem Schwefelsiure 1:4 zugefiigt und mit Wasserdampf von 
0.5 Liter abdestilliert. Durch Destillation sammelt man etwa 200 cem 
Destillat, die einmal mit Schwefelséure, einmal mit NaOQH+ NO, Ag und 
einmal mit Tierkohle behandelt und nach jeder Operation neu destilliert 
werden. Am Ende destilliert man aus der gewonnenen Fliissigkeit eine 
bekannte Menge (30 bis 40 cem), bis das Destillat keine Methylalkohol- 
reaktionen mehr gibt. Darin bestimmten wir in 10cem den Methyl- 
alkohol nach Zeisel, auBerdem stellten wir mittels Pyknometer auch 
die Dichte fest. 

Die folgende Tabelle enthalt die ausgefiihrten Bestimmungen. 





Inhalt a, dle 
robe a — berechnet auf 
I oy és Art des Tabaks an Trocken- ensues Tabak 
one substanz 
g 


Gewohnlicher Pfeifentabak . . . . 89,5 0,04 122 
90,2 0.04 203 

‘Tabek HE Quehtit... .... 4. 90,5 0,10 202 
* - os ? 89.5 0.11 300 
Tabak I. Quaht@it' .. 6.4534 91,2 0,12 720 
” ” “ 92.0 0,11 952 
og ae 90,5 0,21 070 
‘ 0,20 820 


Zigarre ,Nationales ... . : 0,06 523 


Trockener, nichtfermentierter Tabak 2, 0,86 700 


0,91 000 


1 Diese Zeitschr. 
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Durch das Destillieren mittels Wasserdampf werden 25°, des Methy 
alkohols aus dem trockenen Tabak frei, z. B.: 





CH30H °/9 der 
Probe-Nr. Art des Tabaks rrockensubstanz 
g 


Tabak I. Qualitéat. . . 0,03 120 
re 0,05 020 


Zusammenfassung. 


Aus den ausgefiihrten Analysen kénnen folgende Schliisse 
zogen werden: 

1. Im trockenen, nichtfermentierten Tabak erreicht die Meng 
des Methylalkohols 9°/o9, berechnet auf Trockensubstanz. 2. Durch 
die Vergirung des Tabaks sinkt der Methylalkoholgehalt in den von 
uns analysierten Tabaksorten auf 0,04 bis 0,20 °%%. 3. Die Tabak 
arten von heller Farbe enthalten mehr esterformigen Methylalkohol 
als die von brauner Farbe. So enthalten der Pfeifentabak und dei 
von Zigarren die aus der Tabelle ersichtlichen niedrigsten Methy| 
alkoholwerte. 4. Durch Destillieren mit Wasserdampf wird ein 
Viertel des Methylalkohols frei. 5. Die von uns gefundenen Werte 
stimmen mit den von Newberg und Mitarbeitern an deutschen Tabaken 
friiher gefundenen gut iiberein. 
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Uber den Tyrosin- und Tryptophangehalt des Globulins 
und Albumins beim neugeborenen Kalbe und beim Muttertier’. 
Von 
D. von Deseé, E. Lamoth und L. Fodor. 


Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung. tierarztlichen Hochschule 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1934.) 


Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung einzelner Amino- 
siuren haben die genauere Kennzeichnung der Eiweifstoffe machtig 
gefordert. 

So haben Goldschmidt und Kahn(1) chemische Unterschiede in den Unter- 
fraktionen des Serumalbumins gefunden, und A. Fischer und Blankenstein (2), 
ferner Lang und brawn (3) haben den Beweis dafiir erbracht, daB die chemische 
Zusammensetzung der SerumeiweiBk6érper individuell variiert und ins- 
besondere in pathologischen Fallen bedeutende Verdanderungen erfahrt. 
Auch beim gesunden Menschen lieBen sich Tagesschwankungen im Amino- 
siuregehalt der SerumeiweiBkérper nachweisen [Lang (4)]. Die auBeren 
Umstande, die den Aufbau der EiweiBkérper beeinflussen, wurden ebenfalls 
ofters gepriift. Der Einflu8 der Blutentnahme. des Hungerns, der Carb- 
amid- bzw. EiweiBaufnahme wurde in Selbstversuchen von Schenck und 
Kunstmann (5) untersucht. In Versuchen an Ratten, die Schenck und Woll- 
schitt (6) ausgefiihrt haben, konnte ferner nachgewiesen werden. dab der 
Tryptophangehalt der OrganeiweiBstoffe je nach der Ernahrungsweise ver- 
schieden ist. Die Ergebnisse aller dieser Versuche sprechen datiir, dab der 
chemische Aufbau des Kérpereiweifes durch auBere Faktoren beeinfluBt 
wird, die jedoch ihre Wirkung nicht unmittelbar, sondern auf dem Um- 
wege tiber die Gewebe entfalten. 

Ist die Ernahrungsweise auf die chemische Zusammensetzung 
der EiweiBstoffe des erwachsenen Tieres von EinfluB, dann bleibt 
immerhin die Frage offen, ob dies auch fiir das neugeborene Tier 
zutrifft. Es ist zwar der Bedarf an EiweiB und dessen Ausnutzung 
bei diesen Tieren am gréBten, die Milch stellt jedoch eine Nahrfliissig- 
keit dar, die demselben Organismus entstammt, der das junge Tier 
bereits vor der Geburt mit Nahrung versorgt hat. Allerdings ist das 
Zwischenorgan in beiden Fallen verschieden, denn die Aufgabe der 
Placenta wird nach der Geburt durch die eigenen Verdauungsorgane 
ersetzt. In Anbetracht der Identitaét des nahrungspendenden Tier- 
kérpers kann im voraus nicht die Méglichkeit bestritten werden, dal 


die BluteiweiBkérper einfach ihrer Menge nach zunehmen. Es ist jedoch 


1 Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften. 
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auch damit zu rechnen, daB die EiweiBstoffe in ihrer Qualitat ver 
andert werden 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden an neugeborenen Kalber 
ausgefiihrt. die beim Muttertier belassen worden waren!. Die erste Blut 
entnahme ertolgte unmittelbar nach der Geburt, die zweite 3 Stunde: 
spater, nachdem das Kalb zum ersten Male am Euter gesogen hatte, und 
die weiteren wahrend der folgenden Tage. Das entnommene Blut wurde mit 
einem Glasstab vorsichtig detibriniert und das Serum durch Zentrifugieren ab 
getrennt. Die Bestimmung des Brechungsindex erfolgte mit dem Zeissscher 
Refraktometer bei 17,5° C. Es wurde hieraus der Eiweibgehalt angenahert 
berechnet, um den Grad der Verdiinnung bei der Bestimmung des Globulin 
und Albumins Jeweils dem EiweiBgehalt anpassen zu kénnen. Das Aus 
salzen des Globulins wurde in saémtlichen Versuchen mit konzentrierte: 
(NHy).SO,-Lésung bei soleher Verdiinnung ausgefiihrt, da®B schlieBlic) 
0,03 ¢ EiweiB pro cem der Fliissigkeit vorhanden war. Das Blutserun 
des Muttertieres wurde auf dieselbe Weise verarbeitet. Die Bestimmung 
des Tyrosin- und Tryptophangehaltes erfolgte nach der Methode von 
Folin und Marenzi (7), wobei die Beobachtungen von einem der Ve1 
fasser (8) beriicksichtigt worden sind. 0,1 g der gereinigten Eiweifstoft: 
wurden hierbei in lufttrockenem Zustand abgewogen und der Trocken 
substanzgehalt nachher bestimmt. Die ermittelten Aminoséauremenge! 
wurden hieraut bezogen. 


Tabelle I. 





Brechungs- Globulin ae Albumin 

a index Tevnkte | ea 
Vier Blutentnahme aie ‘Serums Pyrecin — Tyrosin oT 

oS Pe 0/0 %, . 

Vor | dem ersten 4360 3,61 0.85 . — 
| Nach | Saugen 4386 — — 4.36 0,84 
Kalb Nr. 1 Am: 3. Tae «ios 4463 4,34 1,07 4.57 O.85 
stiles era” okt 4495 4,21 1.51 4,34 | 1,13 
is. Kee fe 4564 4,93 2,02 4,52 1,14 
ik Cr ae 4569 5,12 1,50 5,27 iso 
Vor | dem ersten 4398 — — 4,27 1,09 
Kalb Nr. 2 Nach | Saugen 4384 85 1,76 4,82 1,04 
li Am 6. Tag... .| 4808 5.04 255 | 566 | 202 
Mutter- {| Vor | a0 Kobe 4857 5338 62,02 «= 5,82 1,18 
tier Nr.1 ||| Nach | °°™ *#t0e" 4901 5,87 2,02 518 0,98 
Mutter- { Vor | — 5037 5.28 1,60 4.89 1.33 
tier Nr.2 |) Nach | °°" “8° = 5073 474 178 5,01 1,40 


Die Versuchsergebnisse in der Tabelle wurden an zwei neugeborenen 
Kalbern und an den Muttertieren gewonnen. Die Blutentnahme er- 
folgte bei Kalb Nr. 1 sechsmal innerhalb der ersten 13 Lebenstage, 


1 Es sei Herrn Prof. Dr. H. Hetzel, dem Direktor der geburtshilflichen 
Klinik, fiir die freundliche Unterstiitzung auch an dieser Stelle herzlich 
gedankt. 
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wihrend sich die Beobachtungsdauer bei Kalb Nr. 2 auf die ersten 
7 Lebenstage erstreckte, und wahrend dieser Zeit dreimal Blut ent- 
nommen wurde. Die Serumeiweibkérper der Muttertiere wurden einige 
lage vor und unmittelbar nach dem Kalben untersucht. 


Die Zunahme des Brechungsindex, die sich in den Sera der Kalber 
ermitteln lieB, weist auf ein allmahliches Erhéhen des Eiweibgehaltes 
hin. Die erste Nahrungsaufnahme ist dabei ohne merklichen EinfluB 
sowohl auf die Menge als auch auf die chemische Zusammensetzung 
der EiweiBstoffe. In den folgenden Tagen steigt jedoch der Tyrosin- 
und Tryptophangehalt der untersuchten EiweiBfraktionen allmahlich 
an. Die Zunahme ist durchaus nicht gleichmaBig. Wahrend namlich 
der Tyrosingehalt des Globulins bei Kalb Nr. 1 um 42°, héher geworden 
ist, hat die Tryptophanmenge um 76°, zugenommen. Es sei jedoch 
hemerkt, das sich diese Aminosaure bei der vorletzten Blutserumprobe 
in bedeutend héherer Menge ermitteln lieB, die einer Zunahme von 
126%, entsprach.  Dieselben UngleichmaBigkeiten lassen sich auch 
in den Veranderungen feststellen, die der Aminosduregehalt des Al- 
bumins wahrend der ersten Lebenstage erfahrt. Die Zunahme des 
Tyrosins betrigt hierbei 21°, und die des Tryptophans 59°,. Diese 
letztere Aminoséiure wurde auch in diesem Falle in erhéhtem Mabe 
zuriickgehalten. Das junge Tier benétigt demnach viel Tryptophan, 
das ihm in der Milch, besonders reichlich jedoch in der Kolostral- 
milch (9) zugefiihrt wird, woraus die eigenen EiweiBkérper aufgebaut 
werden. 

Die Unterschiede, die im chemischen Aufbau des Globulins und 
Albumins gefunden wurden, lassen sich darauf zuriicktiihren, daB die Unter- 
fraktionen dieser EiweiBkérper im Serum erscheinen. Es hat néamilich dies 
beziiglich Howe (10) gefunden, daB das Eu- und Pseudoglobulin im Serum 
des neugeborenen Kalbes fehlen und erst nach Aufnahme der Kolostral- 
milch nach etwa 21 Stunden auftreten. Das Erhéhen der Tyrosin- und 
Tryptophanmenge im Globulin kann auf diesen Umstand zuriickgefiihrt 
werden, da Fischer und Blankenstein nachgewiesen haben, da das Eu- 
globulin an Tryptophan, das Pseudoglobulin an Tyrosin besonders reich 
sind. In ahnlichem Sinne lassen sich auch die Veranderungen im chemischen 
Aufbau des Albumins erklaren, wofiir die Untersuchungsergebnisse von 
Goldschmidt und Kahn die erforderliche Grundlage geben. 

Individuelle Unterschiede sind schon friihzeitig vorhanden. Dies 
geht daraus hervor, daB das Kalb Nr. 2 die aromatischen Aminosauren 
wahrend der selben Zeit in viel gréBerem Mabe zuriickgehalten hatte. 
Die individuellen Unterschiede (11) sind auch aus den Veranderungen 
ersichtlich, die bei den Muttertieren vor und nach dem Kalben im 
Aminosauregehalt der SerumeiweiBkérper festgestellt worden sind. So 
nimmt z. B. der Tryptophangehalt des Albumins bei Kuh Nr. 1 ab, 
bei Nr. 2 zu. 





D. von Deseé, E. Lamoth u. L. Fodor. 


Zusammenfassung. 


Es wurde der Tyrosin- und Tryptophangehalt des Globulins und 


Albumins bei neugeborenen Kialbern und bei den Muttertieren nac!| 
der Methode von Folin und Marenzi untersucht. Der Tyrosin- und 
Tryptophangehalt nimmt in beiden EiweiBkérpern wahrend der erste: 
Tage der Entwicklung zu, was auf das Auftreten neuer EiweiBunter 
fraktionen zuriickgefiihrt wurde. Es sind dabei individuelle Unter 
schiede vorhanden, die sowohl bei den Kalbern als auch bei den Mutter 
tieren deutlich hervortreten. 
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Physikalisch-chemische Studien iiber Eiweib-Alkoholgemische. 


l. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 des Athylalkohols auf die Hitzegerinnung der Serumeiwei8- 
kérper. 


Von 
Db. von Klobusitzky. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung des Butantan-Instituts in 
Sao Paulo, Brasilien.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1934.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die. Hitzegerinnung der Eiwei8kérper in Gegenwart von Alkohol 
bildet den Gegenstand nur relativ weniger Arbeiten, und auch diese be- 
fassen sich fast ausschlieBlich mit dem Bence-Jonesschen Protein. Nur 
sehr wenige Mitteilungen berichten iiber mit Sera oder mit typischen 
Albuminen durchgetiihrte Versuche. Soweit mir die Literatur zugénglich 
war, konnte ich in ihr nur Angaben entweder iiber die Wechselbeziehung 
zwischen Alkohol- und Salzeffekt oder iiber das Verhalten von solchen 
EiweiBkérpern finden, die mit Puffern (meist Acetatpuffern) auf eine mehr 
oder minder stark saure Reaktion eingestellt waren. AuBSerdem wurden von 
der Mehrzahl der Verfasser nur sehr stark verdiinnte Eiwei®8lésungen 
untersucht. Dagegen fehlen alle Angaben iiber das Verhalten des nativen 
Serums und seiner EiweiSfraktionen bei der normalen Reaktion des Blutes 
und bei einem den physiologischen Verhaltnissen entsprechenden Salzgehalt. 
Solche Untersuchungen sind aber auch vom rein theoretischen Standpunkt 
notwendig und zweckmaBig. Bei der Anwendung von Alkohol als Adjuvans 
der Hitzegerinnung treten namlich die kolloidelektrischen Erscheinungen, 
welche die Verhaltnisse komplizierter gestalten, in den Hintergrund, so 
daB sich die Dispersitéts- und Stabilitaétsinderungen unter méglichst ein- 
fachen Bedingungen vollziehen, was den Uberblick der Dehydratations- 
verhaltnisse wesentlich erleichtert. 

Im folgenden wird daher iiber solche mit Serum, mit Fibringlobulin, 
mit Euglobulin, mit Pseudoglobulin und mit Serumalbumin von ver- 
schiedenen Konzentrationen durchgefiihrte Versuche berichtet, in denen 
das py und die Salzkonzentration der EiweiSlésungen konstant gehalten 
und nur die Alkoholmenge variiert wurde. 


Methodik. 


Aus defibriniertem Pferdeserum wurden durch fraktionierte Fallungen 
mit geséttigter (NH,).SO,-Lésung das Fibringlobulin (30 %ige Sattigung), 
Euglobulin (36° ige Sattigung), Pseudoglobulin und Serumalbumin her- 
gestellt. Die einzelnen Fraktionen wurden zuerst vordialysiert und, nachdem 
ihre Leitfahigkeit entsprechend gesunken war, entweder in einem Paulischen 
Elektrodialysierapparat zwischen zwei Pergamentmembranen, oder in 
einem, von mir konstruierten Elektroultrafilter (1), bis zur Erreichung voll 
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kommen elektrolytfreier Lésungen bzw. Niederschlige elektrodialysier! 
Die so gewonnenen Fibringlobulin- und Euglobulinniederschlage wurde: 
in méglichst wenig physiologischem NaCl gelést. Zu dem Pseudoglobuli: 
und Sertumalbumin wurde so viel wasserfreies NaCl hinzugefiigt, daB di: 
. Endkonzentration desselben 0,9°,, war. Die Reaktion samtlicher Lésunge: 
wurde mit einer 2° igen Na,CO,-Lésung ungefaéhr auf pu 7.4 eingestellt 
Die Wasserstoffionenkonzentration der gebrauchsfertigen Lésungen wurd 
elektrometrisch bestimmt. 


Abgesehen vom Fibringlobulin, von dem eine geniigend konzentriert: 
Lésung nicht hergestellt werden konnte (ein Einengen mittels Ultrafiltratio: 
habe ich — wegen der eventuellen Anderungen des Dispersitatsgrades 
nicht fiir ratsam gehalten), habe ich aus allen iibrigen EiweiBkoérperi 
3,00° ige Stammlésungen bereitet. Zur Verdiinnung der Stammlésunge: 
wurde stets 0.9° iges NaCl, dessen Reaktion mit der erwaihnten Na,CO 
Losung gleichfalls aut pu 7.4 eingestellt war, verwendet. Das aus defibri 
niertem Pferdeblut gewonnene Serum wurde, ohne irgendwelche Behandlung. 
mit physiclogischer NaCl-Lésung bis auf eine GesamteiweiBkonzentration 
von 3,00°, verdiinnt. Es wurde der Mercksche wasserfreie Athylalkoho! 
«pro analyse* benutzt. 


Die Ausfithrung der Versuche geschah folgendermaBen: Aus jede? 
Eiwei®lésung wurden Serien, pro Reagensglas enthaltend 5ccem Eiweil 
lésung und wechselnde Alkoholmengen, hergestellt. und zwar derart, dal 
das Gesamtvolumen des EiweiB-Alkoholgemisches bei allen Gliedern de 
Serien gleich blieb. Dies wurde dadurch erreicht, daB zu dem ersten Glied 
jeder Serie 3cem physiologischer NaCl-Lésung hinzugefiigt und bei den 
anderen Gliedern diese stufenweise mit dem Alkohol versetzt wurden 
Da die Alkoholmenge bei jedem darauffolgenden Glied der Serie um 0,5 cem 
erhoht wurde (entsprechend einer Konzentration von 6°), konnte man die 
Konzentration des Alkohols bis auf 36° steigern. Die tatsachlichen Eiweil- 
konzentrationen waren demnach beim Fibringlobulin 0,93, 0,465 und 
0.233 °,, wahrend sie bei den iibrigen EiweiBfraktionen, wie beim Serum. 
den Werten von 1,86, 0,93 und 0,465 °, entsprachen. 


Die Bestimmung der Koagulation wurde im Wasserbad unter standigem 
Riihren durchgefiihtt. Der Inhalt der Eprouvetten wurde waéhrend dei 
ganzen Bestimmung mit dem Thermometer, der — um eine Alkohol- und 
Wasserverdunstung méglichst zu vermeiden leicht beweglich in einem 
Korkst6psel eingefaBt war, durchgeriihrt. Fiir eine gleichmaBige Be 
leuchtung der Réhrchen wurde selbstverstandlich gesorgt. 

Das Erwirmen der Lésungen wurde kontinuierlich und médglichst 
gleichmaBig durchgefiihrt, und zwar derart, daB eine Temperatursteigerung 
von 5° durchschnittlich 3 Minuten beansprucht hat. 


Die Feststellung der durch das Erwarmen_ hervorgerufenen 
Anderungen geschah durch die Beobachtung folgender Zustinde : 
Opaleszenz (Op.), deutliche Triibung (d. Tr.), feine, fadenartige Flocken 
(f. FL.), grobe, kérnige Flocken (gr. FI.). 


' Durch Vorversuche habe ich mich tiberzeugt, daB die Senkung des pu 


intolge des Aufkochens unbedeutend ist (weniger als 0,1 Einh.). 
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Experimenteller Teil. 

Die Resultate sind in den nachfolgenden Abbildungen zusammen- 
gestellt. Da der Beobachtungsfehler beim Wahrnehmen der Opaleszenz 
der geringste (~- 0,5°) ist, wiahrenddem die Ablesung der Triibung 
auch wenn man Vergleichslésungen bereit halt von subjektiven 
Motiven viel eher beeinfluBt sein kann (auBerdem zeigen nicht alle 
Lésungen die Floeckenbildung), wurden in den Abbildungen nur die 
‘Temperaturen der Op. wiedergegeben. Eine weitere wichtige Zustands- 
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Fibringlobulin. Euglobulin. Pseudoglobulin. 


Anmerkungen zu Abb. 1. Die pu der Lésungen waren: 0.93 ° 7,38; 
0.465 °,, 71,42; 0,233 %% 7.41. Die Temperaturen der Bildung von gr. FI. 
waren: bei der 0.93 °,igen Lésung — 0*: 72°, 6: 67°, 12: 60°, 18: 55°, 24: 49°; 
bei der 0,465° igen Lésung 0: 75°, 6: 68°, 12: 63°, 18: 56°; bei der 
0,233 °,igen Lésung — 0: 70°, 6: 70°, 12: 65°, 18: 55°, 24: 49°. 


Anmerkungen zu Abb. 2. Die pu der Lésungen waren: 1.86°, 7.50; 
0.93% = 7,48; 0,465% 7,50. Die Temperaturen der gr. Fl. waren: 
bei der 1,86 °,igen Lésung — 0: 80°, 6: 74°, 12: 67°, 18: 60°, 24: 53°; bei der 
0,93 °,igen Lésung 0: 80°, 6: 72°, 12: 63°, 18: 55°, 24: 46°; bei der 
0,465 °,igen Losung 0: 82°, 6: 78°, 12: 71°, 18: 60°, 24: 54°, 30: 52°. Die 
1,86- und 0,93°,igen Lésungen zeigen eine d. Tr. bei Zimmertemperatur 
bei einem Alkoholgehalt von 30°, die 0.465°,ige Lésung opalesziert bei 
dem gleichen Alkoholgehalt und bei derselben Temperatur (16°), 


Anmerkungen zu Abb. 3. Die pu der Lésungen waren: 1,86°, 7,54; 
0,465 %, 7.45. Die Temperaturen der Bildung von gr. Fl. waren: bei der 
1.86 ° igen Lésung 0: 94°, 6: 869, 12: 77°, 18: 60°, 24: 52°; 30: 45°, bei der 
0,465 ° igen Lésung — 24: 58°, 30: 50°. Die 1,86 °,ige Loésung wird, wenn sie 
mindestens 12°, Alkohol enthalt, im Laufe des Erwarmens sehr viskos. 


* Die Zahlen bedeuten den prozentualen Alkoholgehalt. 
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anderung, die sich gleichzeitig sehr gut beobachten laBt, stellt noch das 


. x . 
Auftreten von gr. Fl. dar, zwecks besserer Ubersicht wurde aby 


davon Abstand genommen, diese in den Abbildungen anzugebe: 
Die diesbeziiglichen Angaben befinden sich in einer abgekirzten 


Form in den Anmerkungen. 

Die 0,93- und 0,465 9,igen Lésungen opaleszieren schon bei einem Alkoho! 
gehalt von 24 bzw. 18°, bei Zimmertemperatur; die 0,233° ige Loésung 
zeigt eine d. Tr. bei derselben Temperatur (15°) und bei einem Alkoho! 
gehalt von 24°,. 

Die 0,465° ,ige Lésung zeigt ihr Triibungsmaximum bei einem 
Alkoholgehalt von 18°; bei 80°, bei einem Alkoholgehalt von 24% be 
57°, oberhalb dieser Temperaturen klaéren sich die Lésungen auf und 
nach Abkihlen erscheint die Triibung wieder. 

Da die 0,93- und 0,465°% igen Pseudoglobulinlésungen, wenn si: 
18° oder mehr Alkohol enthalten, sich dem Bence-Jonesschen Eiweib 
korper ahnlich verhalten, wird das Versuchsprotokoll der 0,93 °,igen 
Lésung nachstehend als Beispiel ausfihrlich mitgeteilt. 


Tabelle I. 
Pseudoglobulin. 
EiweiBkonzentration: 0,93°.. pu: 7,46. 





Deutliche Feine, faden- Grobe, kérnige 


.»H.O Opaleszenz ~ge , s 
C,H; 0H paleszenz rriibung artige Flocken Flocken 


0 65 78 65 
6 62 74 65 
12 59 68 59 
18 47 58 48 
24 38 52 77 59 
30 35 42 42 48 777 
36 S$ 


Anmerkungen. Bei Nr. 1 bis 4 bleibt die Bildung der groben Flocken 
aus. Der Alkohol beeinfluBt die Lésungen in dem Sinne, daB sie im Lautfe 
des Erwarmens 6élartig werden. * Bei 88° treten einige Flocken auf. die 
Lésung bleibt aber auch beim Sieden eine milchartige Fliissigkeit, ohne 
da8 die Zahl der Flocken zunehmen wiirde. ** Bei 84° kann man einige grébere 
Flocken beobachten. *** Bei 85° sind einige grébere Flocken zu beobachten. 
+ Bei 65° wird die Lésung undurchsichtig, aufgekocht klart sie sich auf, 
nach Abkiihlen wird sie jedoch wieder undurchsichtig. +t? Bei 56° wird die 
Lésung undurchsichtig, bis zum Sieden erhitzt klart sie sich auf, nach 
Abkiihlen erscheint die Undurchsichtigkeit wieder. ttt Bei 46° wird die 
Lésung undurchsichtig, beim Sieden und beim Abkiihlen verhalt sie sich wie 
die Nr. 5. § Wird schon bei Zimmertemperatur (19°) triibe. 

Die mit zwei verschiedenen Fraktionen des Pseudoglobulins erzielten 
Resultate wichen von den mit den Gesamtpseudoglobulinlésungen erreichten 
nur innerhalb der Grenzen der Beobachtungsfehler ab; so haben das Pseudo- 
globulin I, wie das Pseudoglobulin LI ihr Triibungsmaximum unterhalb der 
Siedehitze, und die gebildete Triibung klart sich — ebenso wie beim Gesamt- 
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pseudoglobulin — bei einer héheren Temperatur. Im tbrigen nimmt das 
Pseudoglobulin IL — entsprechend seinem feineren Dispersitatsgrad 
zwischen dem Serumalbumin und dem Gesamtpseudoglobulin eine Mittel- 
stellung an, indem es einerseits dem Gesamtpseudoglobulin und dem Pseudo- 
globulin I entsprechende Koagulationstemperaturen aufweist, andererseits 
wieder, ebenso wie das Serumalbumin, bei einer Alkoholkonzentration 
von 24°, (bei Zimmertemperatur) noch klar bleibt und die Bildung der 
ov. Fl. wegfallt. 


e Tar a TS PI 
186 % ige Lisung —— | 486 Zo1ge Losung 
093 ” ane 


QWe5” 9» 
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Abb. 4. Abb. 5. 

Serumalbumin. *ferdeserum 


Anmerkungen zu Abb. 4. Die po der Lésungen waren: 1,86", 7,40; 
0.93 °) 7.35; 0.465 °,, 7,38. Die Temperaturen der Bildung von gr. FI. 
waren: bei der 1,86°,igen Losung 0: 90°, 6: 86°, 12: 80°, 18: 75°, 24: 67°, 
30: 59°, 36: 49°; bei der 0,93 °, igen Lésung 30: 62°, 36: 55°. Kein einziges 
Glied der 0.465 °.igen Serie wies die Bildung der gr. Fl. auf. 

Anmerkungen zu Abb. 5. Die px der Verdiinnungen waren: 1.56 °, 7,43; 
0,93 % 7,41; 0.465°, = 7,36. Die Temperaturen der Bildung von gr. FI. 
waren: bei der 1,86°,igen Verdiinnung 24: 60°, 30: 52°. Die tibrigen 
Verdiinnungen wiesen keine gr. Fl. auf. Die 1,86°,ige Verdiinnung, wenn 
sie mindestens 18°, Alkohol enthalt, wird im Laufe des Erwarmens sehr 
dickfliissig. Die 0,93°,ige Verdiinnung wird bei einem Alkoholgehalt von 
24°, schon bei Zimmertemperatur (238°) triibe und die 0,465 ° ,ige opalesziert 
unter den gleichen Bedingungen. 


Im Laufe des Erwarmens laBt sich bei sémtlichen alkoholhaltigen 
Gliedern der 1,86- und 0,93°,igen Lésungen eine enorme Viskositéats- 
steigerung beobachten. Die Temperatur, bei welcher die Lésungen Olartig 
werden, nimmt mit steigender Alkoholkonzentration ab und liegt mit 
2 bis 3° unterhalb der Temperatur der Bildung von gr. FI. 


Besprechung der Ergebnisse. 
Auf Grund der mitgeteilten Versuche lassen sich folgende all- 
gemeingiltige Regeln aufstellen, dab 
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1. der Alkohol die Gerinnungstemperatur herabsetzt, und daji 
2. die absolute Widerstandsfahigkeit der cinzelnen EiweiBkérpe: 
dem Alkohol gegeniiber je nach der Art des Proteins verschieden ist 
Die Herabsetzung der Gerinnungstemperatur kommt so klar und 
eindeutig zum Vorschein, da diese, iibrigens in den Versuchen voi 
Spiro (2), Loeb (3), Schorr (4), Teorell (5) und anderen schon nach 
gewiesene Tatsache keine ausfiihrlichere Erérterung bedarf. 
Betrachtet man nun die absolute Widerstandsfiahigkeit der einzelnen 
EiweiBkérper, so lassen sich die folgenden Feststellungen machen 
Das Fibringlobulin nimmt unter allen anderen Fraktionen eine Sonder 
stellung ein, indem sich seine 0,93- und 0,233 igen Lésungen dem 
Alkohol gegeniiber widerstandsfahiger verhalten, als seine 0,465 %ige 
Lésung. Die 0,93°,ige Lésung weist naimlich erst bei einer Alkohol- 
konzentration von 24%, Opaleszenz auf, dagegen opalesziert die 


0,465 °,ige Lésung schon bei einer Alkoholkonzentration von 18 °,. 
Die Widerstandsfahigkeit der 0,233°,igen Lésung steht in dieser 
Hinsicht in der Mitte. Diese zeigt zwar bei einer Alkoholkonzentration 
von 18°, keine Opaleszenz, dagegen ist bei einer von 24°, schon eine 
deutliche Triibung zu beobachten. Beim Fuglobulin scheint der Alkohol- 
einflu8 von der Konzentration des EiweiBkérpers unabhangig zu sein. 


Die konzentrierteren Lésungen des Pseudoglobulins waren dem 
Alkohol gegeniiber widerstandsfahiger als die verdiinnten, da_ seine 
1,86- und 0,93 ° igen Lésungen auch bei einem Alkoholgehalt von 30°, 
volikommen klar bleiben, dagegen opalesziert die 0,465 °%i 
mit der gleichen Alkoholmenge. 


ge Lésung 

Das Serumalbumin hat sich dem Euglobulin ahnlich verhalten, 
d.h. die verdiinnte Lésung war dem Alkohol gegeniiber ebenso resistent 
wie die konzentrierte. Das Verhalten des Serums entspricht im groBen 
und ganzen den Erwartungen, indem es sich einer stark verdtinnten 
Fibringlebulinlésung sehr ahnlich zeigt. Daf das Serum im Vergleich 
zum reinen Fibringlobulin eine gréBere absolute Widerstandsfahigkeit 
zeigt, muB ich der Schutzwirkung der im Serum vorhandenen itbrigen 
KiweiBfraktionen, in erster Linie dem Serumalbumin, zuschreiben. 
Dieser Befund steht iibrigens im vélligen Einklang mit der stabili- 
sierenden Wirkung der feindispersen EiweiBfraktionen, welche ich 
beim Studium des Salzeffektes beobachtet habe (6). 

Auber diesen allgemeingiltigen Einfliissen des Alkohols sind auch 
sehr deutliche, von der Art und Konzentration der EiweiBkérper ab- 
hangige, spezifische Alkoholwirkungen zu vermerken. Diese artspezifi- 
schen Unterschiede beziehen sich: 1. auf die Flockenbildung, 2. aut 
die Viskositat und 3. auf die Verdnderung der Hitzegerinnungsfahighkeitt. 

Zu 1. Wahrend in den Fibringlobulin- und Euglobulinlésungen (gleich- 
giiltig, ob Alkoho! anwesend ist oder nicht) bei der Temperatursteigerung, 
nach vorangehender Opaleszenz und Triibung. feine, fadenartige Flocken 
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und schlieBlich grobe, kérnige Flocken entstehen, ist die Flockenbildung 
beim Pseudoglobulin, Serumalbumin und Serum von der Alkoholkonzentra- 
tion einerseits und von der EiweiBkonzentration andererse'ts abhangig. 
Die 1,86°,ige Pseudoglobulinlésung weist noch die gleichen Gerinnungs- 
stufen auf wie die Fibringlobulin- und Euglobulinlésungen, in den 0,93- und 
0,465 °,igen Lésungen bilden sich dagegen nur dann grobe Flocken, wenn 
sie eine betrachtliche Menge Alkohol (mindestens 24°,,) enthalten. Diese 
\bhangigkeit der Flockenbildung von der EiweiB- und Alkoholkonzentration 
kommt beim Serumalbumin noch ausgepragter zum Vorschein. Die 1,86 °,ige 
Serumalbuminlésung weicht namlich vom Fibringlobulin und Euglobulin 

was die Bildung der groben Flocken anbelangt nicht im geringsten 
ab, wahrend in der 0,93 °,igen Lésung grobe Flocken erst erscheinen, wenn 
sie 30°, Alkohol enthalt, und es in der 0,465°,igen Lésung nicht ein- 
mal bei dem Alkoholgehalt von 36°, zur Bildung von groben Flocken kommt. 


Dieses verschiedenartige Verhalten der grob und _ feindispersen 
Fraktionen bei der Hitzegerinnung deutet darauf hin, daB die Hitze- 
anderungen von der Dispersion der EiweiBkérper abhaingig sind. Wie 
zuerst von Hardy (7) und spater von Pauli und Handovsky (8) nach- 
gewiesen wurde, bestehen die Hitzeinderungen aus zwei voneinander 
vollkkommen unabhangigen Vorgingen, und zwar dem Denaturieren 
und der Ausflockung des Proteins. Die Denaturierung wird als die 
Folge einer zwischen dem Protein und Wasser ablaufenden Reaktion 
aufgefaBt. Die Ausflockung ist nach Pauli und Handovsky von den 
H-Ionen und von den eventuell anwesenden anderen lonen abhangig, 
stellt also eine kolloidelektrische Reaktion dar. Das Wesen der Denatu- 
rierung ist noch immer nicht véllig aufgeklirt. Im allgemeinen stehen 
zwei Ansichten einander gegeniiber, indem der eine Teil der Verfasser 
[Sdrensen (9), Weber und Versmold (10)] das Phanomen der Hitze- 
denaturierung auf eine Dehydratation, der andere [Freund und 
Lustig (11)] im Gegensatz dazu auf eine Hydratationssteigerung zuriick- 
fiihren zu kénnen glaubt. In den Versuchen von Versmold (12) sind 
allerdings auf Grund der Bestimmung des Hydratationsraumes Beweise 
geliefert worden, welche die Sdrensensche Annahme bekriaftigen; es 
bleibt aber noch immer fraglich, ob diese an einem einzigen Eiweib- 
kérper (Ovalbumin) und bei saurer Reaktion durchgefiihrten Versuche eine 
fiir eine Verallgemeinerung der Dehydratationstheorie geniigende Grund- 
lage bilden. Auf Grund der durchgefiihrten Versuche muB ich annehmen, 
da8 ein solches Verallgemeinern unrichtig ist, da bei dem Denaturieren 
die Reaktion des Mediums und die Natur des Proteins ausschlaggebend 
sind. Meines Erachtens ist die Dehydratationstheorie wenigstens 
bei den von mir angewendeten Wasserstoffionenkonzentrationen nur 


auf die grobdispersen EiweiBsysteme anwendbar, dagegen scheint bei 


den feindispersen die Hitzeverinderung von einer Hydratations- 
steigerung verursacht zu sein. 

Die Wirkung der Dehydratation auBert sich in der Bildung der 
groben Flocken, dagegen die der Hydratationssteigerung in der enormen 
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ViskositatserhGhung, welche einen solchen Grad erreicht, dab d 
Lisungen den schweren technischen Olen ahnliche Konsistenz au 
weisen. Bei der Dehydratation kommt namlich eine Schrumpfun 
der EiweiBpartikelchen zustande, dagegen bei der Hydratation: 
steigerung quellen dieselben. Infolge der Schrumpfung werden di 
einzelnen Partikelchen rauh und irregular, so da sie bei den Zusammen 
stéBen aneinander haften bleiben und schlieBlich nach einer gi 
wissen Zahl von Zusammenst6Ben — bis zur GréBe einer groben Flock: 
anwachsen. Die Quellung der Partikelechen wirkt natiirlich gegen ihi 
Anhaufung und verursacht eine ViskositaétserhGhung. Der Umstand 


daB bei Anwesenheit von héheren Alkoholkonzentrationen auch in den 


Lésungen der feindispersen EiweiBkérper die Flocken  erscheinen 
steht mit der obigen Annahme im vollkommenen Einklang. Bedenk: 
man ndamlich, dab in diesem Falle die zur Quellung notwendige Wasser 
menge fir die Partikelehen nicht vorhanden ist, so muB man es fii 
natiirlich halten, daB das vereinte Wasserentziehungsvermégen de! 
Hitze und des Alkohols zu einer Schrumpfung, d. h. Dehydratation, fiihrt 

Ebenso JaBt sich auf Grund der obigen Annahme die Tatsach« 
erklaren, daB sich die konzentrierteren Lésungen von Pseudoglobulin 
und Serumalbumin den grobdispersen Fraktionen ahnlich verhalten. 
Bei diesen ist der Hydratationsraum im Verhaltnis zu dem vom freien 
Wasser ausgefillten Raum so gering, daB eine Wasseraufnahme von 


seiten des Proteins infolge Wassermangels entweder tiberhaupt nicht. 
oder nur voriibergehend zustande kommen kann, welcher Umstand zu 
einer baldigen Dehydratation fiihren mu. 


Aus dem bisher Gesagten folgt, daBb ich unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen die Hitzedenaturierung bei den grobdispersen 
(labilen) EiweiBfraktionen auf eine Dehydratation, bei den feindispersen 
(stabilen) auf eine Hydratationssteigerung zuriickfiihre. 

Die Zweiphasennatur der Hitzegerinnung wird durch diese Annahme 
keineswegs beriihrt, da sie sich nur auf die erste Phase, d.h. auf das 
Denaturieren, bezieht. 


Bemerkt sei noch, daB der denaturierende Effekt der Wasserentziehung 
von einer anderen Art sein muB, wie der der Hydratationssteigerung. 
Dies schlieBe ich aus den folgenden Versuchen: unterbricht man die Er 
warmung bei einer héheren Temperatur (z. B. im Falle einer alkoholfreien 
Pseudoglobulinlésung bei 70°) und fiigt zu der Halfte der Lésung 
einige Tropfen 1°,ige Essigséure, so entsteht selbstverstandlich in allen 
EiweiBlésungen ein neuer Niederschlag. Kiihlt man die zweite Halfte 
rasch ab und fiigt man die CH,COOH erst jetzt zu, so sieht man beim 
Pseudoglobulin und Serumalbumin keine merkliche Anderung, wahrenddem 
sich im Fibringlobulin und Euglobulin ein Niederschlag bildet. Daraus 
folgere ich, daB die Denaturierung infolge Wasserentziehung irreversibel, 
dagegen die infolge H ydratationssteigerung reversibel sein mufi. 

Das Serum hat sich in dieser Hinsicht den stabilen Eiwei8fraktionen 
ahnlich verhalten, was nicht#* anderes bedeuten kann, als da das Fibrin- 
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‘lobulin durch die Anwesenheit der stabilen Fraktionen den Charakter der 
letzteren nimmt. Auf welche Art und Weise diese Stabilisierung hervor- 
verufen wird, muB vorléiufig dahingestellt bleiben. Auf Grund noch nicht 
ver6ffentlichter Versuche, die ich an aus elektrodialysierten Fraktionen zu- 
sammengestellten Gemischen, also an ,.kiinstlichen Sera‘, durchgefiihrt 
habe, scheint es jedoch, da der Dispersitétgrad des Fibringlobulins und des 
Euglobulins im Serum feiner ist, als in ihren reinen Lésungen. 

Zu 2. Wie aus den den Abb. 3, 4, 5 hinzugefiigten Anmerkungen zu 
entnehmen ist, sind die 1,86- und 0,93 °,igen Lésungen von Pseudoglobulin 
und Serumalbumin und die 1,86°,ige Verdiinnung von Serum in Anwesen- 
heit von Alkoho! nach Erreichung einer gewissen Temperatur auBerst visk6s. 
Die Ursache dieser enormen Viskositatserhéhung ist oben diskutiert worden. 

Zu 3. Aus den der Abb. 3 und der Tabelle | hinzugefiigten An- 
merkungen geht die interessante Tatsache hervor, da die verdiinnteren 
Pseudoglobulinlésungen bei einem ge- |, 
wissen Alkoholgehalt (18°, oder mehr) 





Fibringlobulin 


ihre Hitzegerinnungsfahigkeit verlieren N. Pseudoglobuslin —-— 
bzw. sich in dieser Beziehung dem Bence- Luglobulin |= —~—~+ 
salt ieee 2 : Serumaloumin 

Jonesschen! EiweiBkérper ahnlich ver- PRerdeserum —--— | 


halten. Diese Lésungen zeigen die 
starkste Triibung bedeutend unterhalb 
der Siedetemperatur; bis zum Sieden 
erhitzt klaren sie sich auf, und beim Ab- 
kihlen tritt eine Fallung auf, welche 
bei wiederholter Erhitzung erneut in 
Lésung geht. (Beziiglich der Temperatur 
der starksten Triibung siehe die An- 
merkungen nach der Abb. 4.) Ein ahn- @ 
licher Befund wurde von T'eorell (13) hin- 

sichtlich acetatgepuffertem Ovalbumin 

und Menschenserum veréffentlicht. Seine Resultate waren also mit 
dem ahnlichen Verhalten des Pseudoglobulins zu erginzen. Der Um- 








% Cd 
C245 0H nn 
Abb. 6. 


stand, daB nur die relativ verdiinnten Lésungen den Charakter des 
Bence-Jonesschen Proteins aufweisen, mu uns bei dem Nachweis 
dieses EiweiBkérpers doppelt vorsichtig machen, besonders dann, 
wenn wir bei der Ausfiihrung der Probe nach dem Vorschlag von 
Malengrau (14) und von Blix (15) Alkohol anwenden. 

Versuche, in denen die Lésungen auf freier Flamme erwarmt wurden, 
haben weiter gezeigt, daB die Art und Weise der Erwarmung einen 
bedeutenden EinfluB8 auf die Koagulationserscheinungen ausiibt, was 
zweifellos von dem verschiedenen Ablauf der Dehydratation herribrt. 

Die Abb. 6 dient zum Vergleich der relativen Widerstandsfahigkeit 
der verschiedenen EiweiBkérper. Da die diesbeziiglichen Einzelheiten 


1 Wegen ausfiihrlicher Literatur iiber das Protein von Bence-Jones 
vel. R. Willheim, diese Zeitschr. 180, 231, 1927. 
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oben schon geniigend erértert wurden, bediirfen diese Kurven kein: 
weiteren Besprechung. 
Zusammenfassung. 

Die an neutralem, alkoholhaltigem Fibringlobulin, Euglobuli: 
Pseudoglobulin, Serumalbumin und Pferdeserum durchgetiihrten Hitz: 
gerinnungsversuche ergaben das Folgende: 

1. Der Alkohol setzt die Gerinnungstemperatur herab. 

2. Die absolute wie die relative Alkoholwiderstandsfahigkeit de- 
Pferdeserums und seiner Fraktionen sind im allgemeinen je nach de1 
Art und Konzentration des Proteins und der Menge des Alkohols 
verschieden. 

3. Die vom Alkohol auf die einzelnen Eiwei®kérper ausgeiibten 
artspezifischen Wirkungen beziehen sich auf die Flockenbildung 
Viskositaét und Hitzegerinnungsfahigkeit. 

4. Es wird darauf hingewiesen, daB das Serum dem Fibringlobulin 
gegeniiber eine erhéhte Stabilitét besitzt. Diese Tatsache wird 
gestiitzt auf mit ,,kiinstlichen Sera** durchgefiihrte Versuche — zu 
erklaren versucht durch die Annahme, daB die Dispersitat des Fibrin- 
globulins im Serum feiner ist, als in seinen reinen Lésungen. 

5. Es wird gezeigt, daB das Pseudoglobulin in verdiimnteren 
Lésungen und bei einem Mindestalkoholgehalt von 18°, seine starkste 


Triibung unterhalb dem Siedepunkt aufweist. 
6. Es wird wahrscheinlich gemacht, daB die Hitzedenaturierung 
der stabilen EiweiBfraktionen (des Pseudoglobulins und Serumalbumins) 


ein reversibler ProzeB ist. 

Auf Grund des Versuchsmaterials werden die Theorien der Hitze- 
gerinnung erértert, und es wird die Auffassung geéiuBert, da sie mit 
einer allgemeingiiltigen Theorie nicht erklart werden kann. Es _ wird 
eing neue Theorie aufgestellt, welche das Denaturieren der labilen Frak- 
tionen auf Dehydratation, das der stabilen auf Hydratationssteigerung 
zuruckfihrt. 
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Uber die Essigsiureabspaltung aus Glucoproteiden und deren 
Beziehung zu den darin enthaltenen Kohlenhydraten. 
Von 
Otto Fiirth, Heinz Herrmann und Rudolf Seholl. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1934.) 


Es ist eine langst bekannte Tatsache, daB bei der Spaltung von 
Glucoproteiden Essigséure aufzutreten pflegt. Der Umstand, daB das 
Chitin als ein polymeres Acetyiglucosamin erkannt worden ist, und daB 
in der Chondroitinschwefelsdure jeder der darin enthaltenen Glucosamin- 
komplexe (nach P. A. Levene) eine Acetylgruppe trigt, muBte den 
Gedanken nahelegen, daB etwa auch in den Glucoproteiden die darin 
enthaltenen Glucosaminkomplexe Essigsiurereste tragen!. Diese 
Annahme findet in alteren Beobachtungen Friedrich Wiillers? eine 
wichtige Stiitze. Mucine und Mucoidsubstanzen geben weder direkt, 
noch nach Saurespaltung eine Farbenreaktion mit FEhrlichs Reagens 
(p-Dimethylamidobenzaldehyd). Wohl aber ist dies der Fall, wenn 
ihre Lésungen mit Alkali oder Barytlauge alkalisch gemacht und etwas 
erwarmt werden. Versetzt man dann mit dem Aldehydreagens bis zu 
deutlich saurer Reaktion, so tritt, n mentlich beim Kochen, eine pracht- 
volle rotviolette Farbung ein. Diese Reaktion wurde bei den Mucinen 
aus Sputum und Submaxillaris, beim Ovomucoid, sowie beim Pseudo- 
mucin aus Eierstockcysten positiv gefunden. Es wird angenommen, 
daB unter Einwirkung des Alkalis Monoacetylglucosamin unter Ring- 
schluB in ein Pyrrolderivat iibergeht, welches mit dem Fhrlichschen 
Aldehyd die charakteristische Rotfirbung gibt. F. Zuckerkandl und 
L. Messiner-Klebermass®? haben nun in diesem Laboratorium die Rot- 
farbung, die Glucosaminmonoacetat nach Vorbehandlung mit Alkali 
mit dem EKhrlichschen Reagens gibt, zur kolorimetrischen Bestimmung 
des Glucosamins herangezogen, indem das Glucosamin zum Monoacetat 
acetyliert wurde. Die Bestimmung des Glucosamins in Eiweibhydroly- 


1 Nach P. A. Levene (J. of biol. Chem. 65, 683, 1925) gehért das 
Mucoprotein aus dem Schleime von Schnecken (Helixarten) zur Gruppe der 
Mucoitinschwejfelsdure. Bei partieller Hydrolyse wurde aus dieser Schleim- 
substanz ein Disaccharid (,,Mucosin’) gewonnen. Bei totaler Hydrolyse 
wurde Schwefelséure, Chitosamin und eine fliichtige Fettsaure (auf Grund 
der Titration 10 bis 15°, Essigsaéure entsprechend) erhalten. Bei Destillation 
mit Salzséure trat reichlich Furfurol auf. — ? F. Miiller, Zeitschr. f. Biol. 
42, 468, 1901. — 3 F. Zuckerkandl u. L. Messiner-Klebermass, diese Zeitschr. 
236, 19, 1931. 

26 * 
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saten gelang so, wie Zusatzversuche lehrten, mit einer Fehlergren; 
von héchstens 6%. Es ergab sich so, daB Ovomucoid nur etwa die Halt: 
des darin enthaltenen Zuckers als Glucosamin enthalt, und es schir 
nicht unwahrscheinlich, dal} die andere Halfte etwa aus Mannose |. 
stehen diirfte. 

Wenn wir uns nun die Aufgabe gestellt haben, die noch ganzli: 


ungeklarte Frage der Essigsiureabspaltung aus Glucoproteiden eine: 


eingehenden Untersuchung zu unterziehen, so geschah es, weil kiirzlic!, 
A. Friedrich gemeinsam mit S. Rapoport! in diesem Laboratorium ein 
neue Mikromethode zur quantitativen Bestimmung von Acetylgrupper 
ausgearbeitet hat, deren Fehlergrenze beim Arbeiten mit chemisc}; 
reinen Substanzen in Friedrichs Analysen nur —- 0,3°, betrug. Bei 
dieser Bestimmung wird die Verseifung der Acetylverbindung (wi 
bei der Methode von Pregl und Soltys) mit 25°,iger Toluolsulfosiur 
durchgefiihrt und die gebildete Essigsiure im Vakuum abdestilliert 
Als Vorlage dient eine n/100 Jodlésung, in welcher die bei der Ver- 
seifung in kleinen Mengen entstandene schweflige Saure zu Schwefel- 
siure oxydiert wird. Diese Methode hat den Vorzug, daB sie eine seh 
einfache Apparatur erfordert und die Titration der kleinen Essigsaiure- 
mengen auf jodometrischem Wege gestattet. 

Die Schwierigkeiten, denen wir bei dieser Untersuchung begegneten., 
waren unerwartet groB. Sie ergaben sich vor allem aus dem Um- 
stande, da eine Triibung der Versuchsresultate durch bei dei 
EiweiBspaltung infolge der Zerstérung von Kohlenhydraten auftretend 
fliichtige Sduren vermieden werden muBte, andererseits aber die Spaltuny 
der Glucoproteide doch soweit getrieben werden sollte, daB eine méglichst 
vollstandige Freilegung der darin enthaltenen Kohlenhydratkomplexe 
erzielt wurde. Eine Durchsicht der vorliegenden Literatur lehrt aus- 
reichend, daB dies eine keineswegs leichte Aufgabe ist. 


I. Methodische Vorversuche. 


A. Essigsdurebestimmung nach Friedrich und Rapoport. Die Essigsaur 
wurde aus dem Umsatz 5 KJ + KJO, + 6CH,.COOH = 6CH,.COOK 
3 H,O + 3 J, unter Beriicksichtigung einer Korrektur fiir tibergegangene 
schweflige Saure berechnet : 
statt mg Essigséiure: 20,00 18,30 7.90 3,91 3.91 
gefunden: 20,40 18,60 8,00 3,98 3,91 
Eine geringfiigige Vereinfachung, darin bestehend, daB die Vorlag 
statt eisgekiihlter n/100 Jodlésung destilliertes Wasser bei Zimmertemperatu! 
enthielt, verursachte keinen merklichen Fehler: 
statt mg Essigsaéure: 10,00 5,00 10,00 5,00 10,00 10,00 
gefunden: 9,95 4,98 9,96 4,94 9.98 9,92 


1 A. Friedrich u. S. Rapoport, diese Zeitschr. 251, 432, 1932; A. Friedrich, 
Die Praxis der quantitativen organischen Mikroanalyse, 8. 162. Wien und 
Leipzig, F. Deuticke, 1933. 
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Wurde Essigsiure aus schwefelsaurer Lésung unter Ersatz von Wasser 
het konstantem Volumen im Vakuum destilliert, so ergab sich kein merk- 
licher Fehler: 

statt mg Essigsiure: 10,50 = 21,00 
gefunden: 10,38 20,82 

Es erwies sich als nicht nétig, um die Essigsiéure vollstandig tiber- 
zutreiben, stark einzuengen oder gar bis zur Trockne zu dampfen. Wir 
haben spater alle Essigséuredestillationen unter Wasserersatz bei anndhernd 
konstantem Volumen im Vakuum durchgefiihrt. 

B. Zuckerbestimmung in EiweiBh ydrolysaten. Als geeignetstes Mittel, 
um den stérenden Einflu8 von Eiwei®spaltungsprodukten auf die Zucker- 
bestimmung in EiweiBhydrolysaten auszuschalten, erwies sich uns die 
Phosphorwolframsdurefdllung. Friihere Untersuchungen dieses Labora- 
toriums! hatten ergeben, daB weder die Zuckerbestimmung nach Bertrand, 
noch diejenige von Dische-Popper durch die Gegenwart eines Phosphor- 
wolframsauretiberschusses in den Filtraten irgendwie gest6ért wird. Wir 
vermochten uns davon neuerdings zu tiberzeugen. 

So ergab die Bertrand-Bestimmung in einer Glucoselésung nach 

Zusatz von 0 tls 1 2cem 20°,iger PWS. 
31,5 31.7 31,2 31,5 mg Glucose 

Bei einigen Versuchen wurde auch eine Zuckerlésung mit PWS. versetzt, 
diese durch einen geringen Uberschu8 von Chininchlorhydratlésung be- 
seitigt und in einem aliquoten Teile des Filtrats der Zucker nach Bertrand 
bestimmt. Doch bedeutet dieses keinen Vorteil: 

gefunden statt 30.0 mg Glucose: 28,2 32,0 32,0 mg. 


Auch die Gegenwart von Toluolsulfosdure, mit der wir ja unsere Hydro- 
lysen zu bewerkstelligen pflegten, vermochte die Bertrand-Bestimmung 
nicht zu stéren. So fand sich in einer L6ésung, die 2cem 20°,ige PWS. 
+ 50,0 mg Glucose enthielt, bei Zusatz von 


5 10 l5cem 25°,ige Toluolsulfosaure 


50,4 50.1 50.7 mg Glucose 
In einer Lésung, die auf 5 Teile SerumeiweiB 1 Teil Glucose enthielt, 
fand sich nach dreistiindiger Hydrolyse mit 25°,iger Toluolsulfosdure statt 
37.5 mg Glucose nach Bertrand: 
mit EiweiB . ... oe on ee 37.1 mg Glucose 
ohne ,, st “arasee 6 “ond Cee 36.8 


C. Essigsdureabspaltung aus kohlenhydratarmen  Proteinen. Nach 
achtstiindiger Hydrolyse in einem Kélbchen mit eingeschliffenem Kiihler 
mit 20°.iger Schwetfelsaure ergab: 

Zeim (British Drug House, London) fiir 203.3 mg 0.97 mg Essigs. 0, 

200,4 ,, 1,02 ., + 0, 
Gelatine (Silberband) eee ee I SS a 0. 
Casein (Hammarsten) . . . << oe Bees , BAD vs e 0.6 


Serumeiweif (aus Rinderserum) er- 

gab nach dreistiindiger Hydro- 
lyse mit 25°,igerToluolsulfosaéure ,, 202.1 ,, 
ZOEt 5 


neben 1,9, 1,1, im Mittel 1,5°, Zucker. 


1 EB. H. Majer u. H. Reisner, diese Zeitschr. 268, 346, 1933. 
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D, Abspaltung von Essigsdure aus reinen Zuckerarten. Es ist « 
langst bekannte Tatsache, daB bei der Saéurespaltung von Zuckerarten 
der Warme Ameisensiiure, Essigsiure und andere Saéuren entstehen!. }3 
langdauerndem Kochen mit verdiinnter Schwetelsiure ist Ameisensd: 
das vorwiegende Zersetzungsprodukt. Rohrzucker wird invertiert und d 
Lavulose unter Bildung von Ameisensadure und Huminstoffen véllig zerst6: 
wahrend die viel widerstandsfahigere Glucose noch kaum eine Veranderu: 
erfahren hat *. Es wurden so aus 100 g Rohrzucker schlieBlich 43 g Trauben 
zucker, aber nur 17 g Léavulose erhalten neben 8 g Ameisenséiure und 16 
Huminstoffen (Conrad und Guthzeit). 

Wir haben nun in einer Serie von Versuchen die Bildung flichtige: 
Sauren durch Einwirkung von Schwefelsiure und Toluolsulfosdure aut 
Glucose, Fructose, Mannose und Glucosamin miteinander verglichen 
Die Bestimmungen wurden in der Apparatur von Friedrich und Rapoport 
im Vakuum durchgefiihrt, wobei unter Wasserzusatz bei annahernd 
konstantem Volumen destilliert und die iibergegangene Saure als 
Essigsiure in Rechnung gestellt wurde. 





Glucose Fructose Mannose 


Essig- S : Essig- 
saure = siurt 


oo) 


Behe 


Std. 


0 5% H,SO,| 0 0,3 5% H,80, 
0 10°, - 0 0.6 10°, 
0 20%. , 0 0,5 20°, 
Si 1 20% R 1, | 17,3* 
13 4}20% = « 3 | 83,3** 
oe 6,9 
Toluolsulfo- Toluolsulfo- Toluolsulfo- 
saure 25% 0 siure 25% saure 25°, 
am Wasser- unter 
bade zur W asser- 
Trockne ersatz de- 
destilliert 10,4 stilliert 
unter 
W asser- 
ersatz de- 
stilliert 1,0 


” 


) 


* Ameisensdure-Bestimmung mit Permanganat 3,5° 
** 8,09). 


Zur Feststellung einer etwaigen Zersetzung des Glucosamins wurde 
Glucosaminmonoacetat (Zuckerkandl und Messiner-Klebermass) nach 
dreistiindigem Kochen mit 25°, Toluolsulfosiure im Vakuum unter 
Wasserzusatz destilliert. Es resultierten statt der berechneten Menge 


1 E.v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten 2, 1250, 1251, 1904. — 
2 A. Lieben, Monatsh. f. Chem. 19, 347. 
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von 1,90 mg nur 1,68 mg Essigsiure. Da Glucosaminchlorhydrat wegen 
der Fliichtigkeit der Salzsiure fiir Versuche dieser Art unbrauchbar 
ist. wurde das Chlorhydrat in das Sulfat tbergefitihrt. In 5g des 
Chlorhydrats wurde gut gewaschener Silberoxydschlamm eingetragen. 
Es wurde durch Filtration tiber Kieselgur ein klares, gelbes Filtrat 
erhalten, mit Schwefelwasserstoff entsilbert und das stark alkalische 
Filtrat mit Schwefelsiure neutralisiert. Vier Portionen zu je 100 mg 
Glucosaminsulfat wurden 3 Stunden lang am siedenden Wasserbad mit 
25°, iger Poluolsulfosiure erhitzt und dann destilliert. Es traten keine 
fliichtigen Sauren zutage. Da nun weder Glucosamin, noch Glucose, 
noch Mannose bei dreistiindigem Kochen mit 25° iger Toluolsulfosdure 
und nachfolgender Vakuumdestillation unter Wasserersatz irgendwelche 
fliichtige Sduren in meBbaren Mengen liefern, fiir die Beteiligung der 
labileren Ldvulose beim Aufbau von Glucoproteiden aber auch nicht der 
mindeste Anhaltspunkt vorliegt, wurde diese Art der Behandlung weiterhin 
der Bestimmung der aus Glucoproteiden abspaltbaren Essigsdure zugrunde 
gelegt. 
Il. Essigsiureabspaltung aus einigen Mucoidsubstanzen. 


A. Ovomucoid. In wblicher Art gewonnenes Ovomucoid wurde 
viger Toluolsulfoséure hydrolysiert. 


3 Stunden lang mit 25 


0°, 


° 
vs. 
9 0 
a. 


303.4 mg gaben 9,42 mg Essigsaéure 
Sy a “os 9,90 ,, a 


Nach zwélfstiindiger Hydrolyse mit 25° iger Toluolsulfosiure betrug 
die Essigsiureausbeute 3,3°, und nach 24stiindiger Hydrolyse 3,5°,. Die 
Essigséureabspaltung war also bereits nach dreistiindiger Hydrolyse voll- 
stindig. Also Mittel etwa 3,3°, Essigséure. 

Der Zuckerwert (Bertrand im Phosphorwolframsaurefiltrat, als Glucose 
berechnet, wobei zu beachten ist, daB die Reduktionswerte von Glucose, 
Glucosamin und Mannose praktisch identisch sind) betrug nach 12stiindiger 
Hydrolyse 15,0°, und ergab nach 24stiindiger Hydrolyse eine geringe 
Abnahme auf 13,8°,. In der Literatur finden sich erheblich héhere Re- 
duktionswerte. So fand Willanen! in Neubergs Laboratorium nach ein- bis 
dreistiindiger Hydrolyse mit 5- bis 10° iger Salzsiure Werte von 21,0, 
19,9, 19,5, 22,1, 21,1, 21,2, 22.3 °,,, Newberg und Schewket? nach dreistiindiger 
Hydrolyse mit 7° ,iger Salzsiure 24, 24, 20°,. Als Mittelwert kénnen wir 
etwa 22°, ansehen. Messiner und Klebermass (|. ¢.) erhielten, indem sie 
1g Ovomucoid mit 7°,iger Salzsaure 3 Stunden kochten, im Vakuum zur 
Trockne dampften, mit Tierkohle entfarbten, auf 100 ccm auffiillten und 
polarisierten, Zuckerwerte von 20 bis 22°,. Ihre Glucosaminbestimmung 
ergab etwa 10°,, derart, daB die andere Halfte des Kohlenhydrats aus einer 
anderen Zuckerart, wahrscheinlich Mannose, zu bestehen schien. 

Ware jedes Glucosaminmolekiil Trager eines Essigsaurerestes, so 
wirde dies (Molekulargewicht der Essigsiure — 60, des Glucosamins 179) 


1 Willanen, diese Zeitschr. 1, 114, 1906. - = Neuberg u. Schewket, 
ebenda 44, 492, 1912. 
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bei einem Gehalt an Glucosamin von 10% gerade 3,5°%, Essigsau 


ergeben. Berechnen wir die molekulare Relation zwischen Zucker wid 


Essigsdure, so ergibt sich aus Z (Zucker) = 22° und E (Essigsaéur 
359 %o 
0.055 


a Z/E Mol = 2,1, 
O,1L17 


d. h. auf je 1 Molekiil abgespaltener Essigsaure scheinen etwa 2 Molekiil: 


hydrolytisch abspaltbaren Zuckers zu entfallen. Demgegeniiber mu! 
darauf hingewiesen werden, daB P. A. Levene und I. Mori! durch 
Hydrolvse von Ovomucoid mit 10° ,iger Barytlésung ein Polysaccharid 
durch Fallung mit basischem Bleiacetat und Baryt abzutrenne: 
vermochten (in einer Ausbeute von 5%), das sie als ein aus } 


1 Molekiil Glucosamin und 2 Molekiilen Mannose zusammengesetztes 
Trisaccharid ansehen. 


B. Gallenmucin. Ein Aalteres Praparat von Gallenmucin wurde in 
verdiinnter Natriumcarbonatlésung unter Erwaérmen gelést, durch Neutrali- 
sation mit Salzsiure gefallt und bei 80° getrocknet. Nach dreistiindige: 
Hydrolyse mit 25° iger Toluolsulfosiure ergaben 

204,0mg . . « Spas tag 4,0°,, Essigsaure 
Ce fy 4 a SG) Swe GO as 4.1% 


.* 


Kin weiteres Praparat von Gallenmucin wurde aus frischer Galle durch 
Zusatz des gleichen Volumens Alkohol bereitet. Es resultierte eine haut- 
artig an der Oberflache schwimmende Fillung; diese wurde abgetrennt 
und durch Auskochen mit Alkohol von anhaftendem Farbstoff befreit: 
dreistiindige Hydrolyse mit 25° iger Toluolsulfoséiure ergab: 


fir 200,83 mg 5,6mg Essigsiure = 

SES xp KO as “ 

Reduktionswert 200,8 ,, 25,8 mg Zucker 
L21,8.,, IG 5, 


2,75°,, Essigsaure 


Zucker 


Z/E Mol 1,62. 


Der von uns gefundene Reduktionswert ist auffallend niedrig. 


C. Nabelstrangmucin. Acht frische Nabelschniire wurden = durch 
Waschen von der Hauptmenge anhaftenden Blutes befreit, dann fein 
zerhackt und 1 Tag lang unter schwach barytalkalischem Wasser stehen- 
gelassen. Die etwas blutig gefairbte Fliissigkeit wurde filtriert und mit 
Alkohol gefallt. Der Niederschlag, der sich beim Digerieren mit Wasser als 
nicht mehr léslich erwies, wurde getrocknet (Praiparat A). Aus den bereits 
mit barytalkalischem Wasser extrahierten Nabelschniiren wurde nun eine 
weitere Fraktion gewonnen, indem dieselben weitere 2 Tage unter baryt- 
alkalischem Wasser verblieben. Die abgetrennte Fliissigkeit gab nunmehr 
mit Alkohol keine Fallung. wohl aber beim Neutralisieren mit Toluolsulfo- 
saure (Praparat B). 


1 P. A. Levene u. I. Mori, J. of biol. Chem. 84, 51 u. 56, 1929. 
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Die Analyse nach dreistiindiger Hydrolyse mit 25°,iger Toluolsulfo- 
siure ergab: 
Praparat A: 200,8mg . . 5,1 mg Essigsaure 
me Sone 5, » « Se 
DB: 2028 5 2 « 9s ‘ 
A: 208,8 ,, . . 23,5 ,, Zucker 
Eee 2h se. co) Se 


Z/E Mol 1,67. 


Uberblicken wir nun die bisher mitgeteilten Analysen von drei ver- 
schiedenen Mucinarten, so fanden sich allerdings weitgehende Unter- 
schiede zwischen der abgespaltenen Essigsiure und dem resultierenden 
reduzierenden Zucker. Weniger gro} dagegen sind die Abweichungen, 
wenn man die molekulare Relation zwischen dem bei dreistiindiger 
Hydrolyse mit 25°,iger Toluolsulfosdure (als Glucose in Rechnung 
gestellten Zuckers) und der abgespaltenen Essigsaure in Betracht zieht. 
Hier ergab sich beim: 

CIVOMOMICOI 2. 2 2 es et es es SE Ok 
GrOPOROH eo) cnieh eo ee De rf 
Nabelstrangmucin 


Das hei®t also wohl, dab auf je 1 Molekiil Essigsiure 1’ , 
bis 2 Molekiile Zucker abgespalten wurden. Macht man nun weiter 
die vorlaufige Annahme, dab der Essigsaurerest an der Aminogruppe 
des Glucosamins hangen diirfte, so spricht einige Wahrscheinlichkeit 
fiir die Vermutung, daB aus dem anscheinend polymeren, dem Eiweib- 
molekiil vielleicht nur locker angelagerten Kohlenhydratkomplex auf 
je 1 Molekiil acetylierten Glucosamins héchstens 1 Molekiil einer stick- 
stofffreien Zuckerart abgespalten worden ist. Das ist nun freilich nichts 
anderes als eine vorliufige Arbeitshypothese, deren ausreichende 
analytische Begriindung noch aussteht. 


III. Mueoide aus Ovarialeysten. 


Die Chemie jener Mucoidsubstanzen, welche sich im Inhalt der 
Ovarialeysten finden, ist, wie ein Blick in die Literatur lehrt, ver- 


worren, voll von Widerspriichen und daher wenig erfreulich. Hier 


sollen nur jene Tatsachen angefihrt werden, welche zu dem uns 
beschaftigenden Gegenstand der Essigsaure- und Zuckerabspaltung 
in unmittelbarer Beziehung stehen. 

O. Hammarsten'! hat unterschieden zwischen dem_ ,,Pseudomucimn™, 


das nicht hitzekoagulabel, wasserléslich, fadenziehend, nicht durch Essig- 
siure. wohl aber durch Alkohol fallbar ist und seine Wasserléslichkeit 


1 O. Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 211, 1884. 
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selbst nach monatelangem Aufbewahren unter Alkohol noch bewahrt. un 
dem Paramucin, das durch seine Unléslichkeit in Wasser und seine Fallbat 
keit durch Essigséure ausgezeichnet ist. Nach Katherine Mitzukow! (Labora 
torium von Drechsel) soll sich dieses Paramucin vom gewohnlichen Pseudo 
mucin auch dadurch unterscheiden, daB es direkt, auch ohne vorherici 
Saurehydrolyse, alkalische Kupferlésung reduziert. Das hydrolytise] 
abspaltbare Kohlenhydrat soll durch Hefe nicht vergirbar sein. Leath: 
im Laboratorium Schmiedebergs isolierte aus diesem Paramucin mit de) 
Kupterkalimethode des letztgenannten das_ ,,Paramucosin‘*, eine stark 


reduzierende Substanz von der annaihernden Zusammensetzung Cy) Hy, NO,,. 


die vermutlich folgende Formel hat: 


QO 


H 
CH.N = CH.(CH(OH)], .CH, . OH, 


(CHOH), 
CH,.OH 


Diese Verbindung zertiel durch Salzsiureeinwirkung in ein Osamin (angeblich 
aber kein Glucosamin) und einen nicht gaérenden Zucker. Dann hat Zdngerl« 
im Laboratorium Friedrich Millers Pseudomucin durch Kochen mit 30 °,ige 
Salzsdure gespalten, benzoyliert, das Benzoylprodukt verseift und daraus 
salzsaures Glucosamin in schénen Kristallen erhalten, die von einem Minera- 
logen durch kristallographische Winkelmessung identifiziert worden sind. 
Nach Friedrich Miller (1. c.) gibt Ovarialmucoid die fiir acetyliertes Glucos- 
amin charakteristische Ehrlichsche Aldehydreaktion. Steudel+ erhielt aus 
Paramucin durch zweistiindige Hydrolyse mit 3° ,iger Schwefelsaure 9 

eines reduzierenden Zuckers. Newberg und Heymann® dagegen erhielten 
nach zweistiindigem Kochen von Pseudomucin mit rauchender Brom- 
wasserstoffsiure und Entfarbung der braunen Fliissigkeit mit Tierkohle 
eine Reduktion 30°, Zucker entsprechend. Sie sagen: .,Wie Pfannstiel 
dargetan und auch F. Miller betont hat, ist der Gehalt der Ovarialmucoide 
an reduzierenden Substanzen in verschiedenen Cysten ein wechselnder. 
Es hat den Anschein, als ob man zwei Gruppen mucinahnlicher Kérper zu 
unterscheiden hatte: eine solche mit einem geringen Gehalt (3 bis 5°.) 
an reduzierender Substanz und eine solche mit einem etwa zehnmal gréBeren 


reduzierenden Komplex von 30 bis 35°,.‘* Newberg und Schewket® erhielten 


aus Pseudomucin nach dreistiindiger Hydrolyse mit 7 °,iger Salzséure eine 
Ausbeute von 36.6°, an reduzierendem Zucker. 


Es liegt nicht der mindeste Grund vor, daran zu zweifeln, dal eine 
der in Ovarialeystenmucoiden enthaltenen zuckerartigen Substanzen 
mit dem Glucosamin identisch sei. DaB aber neben dem Glucosamin 
noch eine andere Zuckerart vorhanden ist, ist ebensowenig zu bezweifeln. 


1K, Mitzukow, Arch. f. Gynak. 49, 278, 1895. — ? J. B. Leathe, Arch. 
f. exper. Pathol. 438, 245, 1900. — 3% Zdngerle, Miinch. med. Wochenschr. 
1900, Nr. 13. — 4 H. Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 382, 1904. 


5 CO. Neuberg u. F. Heymann, Hofmeisters Beitr. 2, 214, 1902. — ® Newberg 
u. Schewket, diese Zeitschr. 44, 482, 1912. 
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Es geht dies schon aus dem Umstande hervor, da Pseudomucin- 
hydrolysate eindeutig die .Molisch-Reaktion geben, das Glucosamin 
aber diese und ahnliche Farbenreaktionen tiberhaupt nicht gibt!. 
Beziiglich der Natur dieser zweiten im Pseudomucin enthaltenen 
Zuckerart ist nichts bekannt. Doch liegt es sehr nahe, in erster Linie 
die Mannose ins Auge zu fassen. Bekanntlich haben Sigmund Frénkel 
und Ernst Jellinek® eine aus HiihnereiweifB durch Baryteinwirkung, 
sowie aus Dotteralbumin durch Trypsinverdauung erhaltene Kohlen- 
hydratsubstanz, Cy) Hy3N Oj, als Glucosamino-Mannose erkannt. Ferner 
erhielten P. A. Levene und T. Mori (l.c.), wie schon erwahnt, aus 
Ovomucoid durch Barytspaltung ein aus 1 Molekiil Glucosamin und 
2 Molekiilen Mannose zusammengesetztes Trisaccharid.  Z. Dische® 
hat den eiweiBgebundenen Blutplasmazucker als Mannose angesprochen. 
SchlieBlich hat Cl. Rimington* aus SerumeiweiB durch Barytspaltung 
ein Polysaccharid (zu 3,7°,) erhalten, welches hydrolysiert gleichfalls 
(Kolorimetrie nach Dische- Popper) die Relation 1 Glucosamin : 2 Man- 
nosen lieferte ®. 

I. Versuch. Benignes Adenocystom des Ovariums von 39jahriger 
Nullipara. Schleimige Fliissigkeit, etwa 1'/, Liter mit dem gleichen Volumen 
Alkohol gefallt, die klumpige Fallung dekantiert und abzentrifugiert, dann 
am Wasserbad | Stunde lang mit 1 Liter Wasser digeriert. Ein Teil bleibt 
ungelést (Fraktion C 15g). Die Lésung wurde auf etwa 100 ccm eingeengt, 
wobei ein EiweiBniederschlag ausfiel (Fraktion B 5g). Das Filtrat wurde 
mit Alkohol gefallt (Fraktion A 15 g). Proben aller drei Fraktionen 
wurden mit 25° ,iger Toluolsulfosiure hydrolysiert. Die Essigsiure wurde 
stets nach Friedrich und Rapoport bestimmt. Die Destillation im Vakuum 
wurde unter Wasserzusatz bei annihernd konstantem Volumen derart 
vorgenommen, da man, nachdem das Wasserbad zu kochen begonnen hatte, 
die Destillation noch 20 Minuten fortsetzte, wobei 50 bis 100 cem Wasser 
ibergingen. 


1 Vgl. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Analyse S. 206; vgl. auch FF. Zucker- 
kandl u. L. Messiner, diese Zeitschr. 236, 127, 1931. Bei der Kolorimetric 
nach Dische mit Naphthol. Indolschwefelsiure oder Diphenylamin wird 


das Glucosamin von den Farbenreaktionen nicht erfaBt. — ? S. Frankel 
u. C. Jellinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1927. - 3% Z. Dische, diese 
Zeitschr. 201, 78, 1928. — #4 Cl. Rimington, Biochem. J. 25, 1065, 1931. 


— 5 Bertho, Hélder, Meiser u. Huther (Liebigs Ann. 485, 127, 1931) haben 
die Synthese peptidartiger Kérper aus Aminozuckern und Aminoséuren, 
insbesondere mit Glucosamin als Komponente behandelt. Rimington (1. ¢.) 


diskutiert fiir Glucosaminmannosen eine betainartige Atomanordnung 
-CH CH— 
—NH,——0 


Die Aminogruppen des Glucosaminkomplexes scheinen teilweise unbesetzt 
und nach van Slyke nachweisbar zu sein. 
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Fraktion A Fraktion B Fraktion C 


Essigsaure 


Zucker . 
Molekulare Relation ZE mol. 038 . Z/E mol. 218 | Z/E mol. - 


2. Versuch. Ovarialeysteninhalt besteht aus einem halben Liter einer 
sehr zahfliissigen Fliissigkeit ; er wurde mit dem dreifachen Volumen Wasse: 
verdiinnt, aufgekocht, zentrifugiert. Die Flissigkeit wurde auf ein geringes 
Volumen eingeengt und mit Alkohol gefallt. Die abzentrifugierte Fallung 
wurde 3 Stunden lang am siedenden Wasserbad mit Wasser digeriert, sie 
blieb aber vollsténdig ungelést, entsprach sonach nicht mehr der Defini- 
tion des Hammarstenschen Mucins: 


E , 


| 26%, Z 19,0, Z/E mol. = 2,48°. 


3. Versuch, 2 Liter einer rétlichen, triiben, nicht viskosen Ovarial- 
eystentliissigkeit wurde aufgekocht, wobei sich sehr reichlich ein Koagulum 
ahschied (E 4.3%: Z 11,.0°,), das dureh Zentrifugieren abgetrennt 
wurde. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde eingeengt und mit dem viel- 
fachen Volumen Alkohol gefallt, der Niederschlag einige Stunden lang am 
siedenden Wasserbad mit Wasser digeriert. Die Hauptmenge blieb ungelést 
(E 5.6%: Z 11.0°,). Nur die Lésung, die mit Alkohol gefallt wurde, 
entsprach der Definition echten Pseudomucins. 

6,9) ¢ 70, Z 42,0) 


9 xO y 7 ° °o 
6.9 | 43. 1| 42.5%, Z/E mol. 2.11%. 


4. Versuch. Multiloculare Ovarialeyste von einer 22 jahrigen Patientin, 
4'/, Liter von teils seréser, teils mucinéser Beschatfenheit, wurde aut- 
gekocht, zentrifugiert, stark eingeengt und mit Alkohol gefallt. Der Nieder- 


schlag erwies sich als vollkommen in heiBem Wasser léslich. Es wurde nach 
3-, 12- und 24stiindiger Hydrolyse mit 25°, iger Toluolsulfoséure analysiert. 





3 stiindige 12 stiindige 24 stiindige Mittel 
Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse . 
0}. 0 0 0 


0 0 
6,7 | 
6,5 J 


23,0 | 9. 
24,8 | ™ 


6,7 7,0 


3.9 25,0 
ZE mol. 118%. 


5. Versuch. 4 Liter einer triiben Cystenfliissigkeit, wie bei Versuch 4 
verarbeitet. Auch hier erwies sich die Alkoholfallung als vollstandig in 
Wasser léslich. Die Lésung setzte beim Einengen Haute ab (Fraktion A), 
das Filtrat derselben gab mit Alkohol eine neuerliche Fallung (Fraktion B). 
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Fraktion A Fraktion B 


0 


9,2 | 
9.6 | 
. 32,4 | ao = 
A Pe gs 5. Rp 39°7 | 82 


ZiE mol. - + «: > 1,15 


E 


6. Versuch. Sehr reichliches Hitzekoagulum; Alkoholfallung des 

Filtrats in Wasser triib léslich: 
ne 65%, Z oa 35,4%,,  Z/Emol. = 1,79%. 

Uberblicken wir die vorstehenden Beobachtungen, so gelangen 
wir zur Erkenntnis, da diese Mucoidsubstanzen recht labiler Natur 
sind und insbesondere beim Eindampfen, jedoch auch bei Beriihrung 
mit Alkohol, Veranderungen kolloidaler Natur erfahren. Neben der- 
artigen Veranderungen erfolgt aber offenbar auch die teilweise Abspaltung 
von Essigsiure oder Zucker, wobei die gegenseitige Relation beider 
wesentliche Verschiebungen erfahrt. Da in Cysteninhalten, auch 
solange sie sich innerhalb des lebenden Kérpers befinden, ja sicherlich 
autolytische und auch anderweitige enzymatische Prozesse vor sich gehen, 
liegt es nahe, deren Beteiligung an derartigen Abspaltungsvorgangen 
anzunehmen. 

Der Essigsduregehalt der von uns analysierten Praparate von 
Ovarialmucoiden variierte zwischen 2.6 bis 9,4°,, der Zuckergehalt 
zwischen 19,0 bis 43,1°,, die molekulare Relation zwischen Zucker 
und Essigséiure zwischen 1,1 bis 2,4. 

Schaltet man jene Praparate aus, deren Essigsiurewerte unter 6°, 
oder deren Zuckerwerte unter 30°; liegen, so verbleiben: 





Versuch: é f f 5 Mittel 

7.0 6.5 7,3 

ih oe ' ,t 43.3 35,4 37.0 

ZE mol. . BE i lf 1,90 1,79 1.69 
Das wiirde also soviel heifen, als dap bei den anscheinend intaktesten 
der untersuchten Ovarialmucoid pra parate, dhnlich wie beim Ovomucoid, 
dem Gallen- und Nabelstrangmucin, auf je 1 Molekiil abspaltbarer Essig- 


sdure I}, bis 2 Molekiile abspaltbaren reduzicrenden Zuckers entfallen. 


Mucoid aus Parovarialeysteninhalt. 
Der Inhalt von Parovarialeysten, von denen fiint zur Untersuchung 
gelangten, erweist sich von demjenigen der Ovarialeysten durch drei Eigen- 
schaften véllig verschieden: 1. Relative Sparlichkeit oder vélliges Fehlen 
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des Hitzekoagulums, 2. Leichtléslichkeit der gesamten Alkoholfallung in 
Wasser und 38. geringe Mengen abspaltbaren reduzierenden Zuckers. 
Die Analysen nach dreistiindiger Spaltung mit 25°, iger Toluolsulfo- 
siure ergaben: 
BO) «a 
rr SB 
3,4 | 


Z/Emol. . 


IV. Zur Kenntnis des Pseudomucinzuckers. 


Die iiber die Natur des in Mucinen im allgemeinen, im Pseudomucin 
der FKierstockcysten im besonderen enthaltenen Kohlenhydrats, das ge- 
legentlich auch als ,,Mucose‘* bezeichnet worden ist, liegen nur sparliche 
und auBerordentlich widersprechende Angaben vor. Katherina Mitzukoff? 
fand einen Zucker aus ,,Paramucin’ nicht vergirbar. Jazewitsch® erhielt 
aus sogenanntem tierischen Gummi einen nicht gdrungsfahigen Zucker mit 
einem Osazon vom Sp. 185°. Lepierre® erhielt aus Ovarialeystenmucin 
durch dreistiindige Einwirkung von 5°,iger Essigsiure bei 120° einen 
nicht gdrungsfahigen, optisch inaktiven Zucker, dessen in gelben Nadeln 
kristallisierendes Osazon einen Sp. 164 bis 165° aufwies. Leathes (l.¢.) im 
Laboratorium Schmiedebergs bekam aus seinem ,,Paramucosin* einen nicht 
géirungsfahigen Zucker mit einem Osazon vom Sp. 184 bis 195°, Fr. Miller 
(Il. ec.) vermutete im Sputummucin Glucosamin und erhielt daraus ein Osazon 
vom Sp. 191 bis 195° (reines Glucosamin erfordert ein Osazon Sp. 204°). 
Auch dieser Zucker war nicht vergdrbar. Zdngerle* (im Laboratorium 
Fr, Millers) vermochte aus dem Pseudomucin aus Ovarialcysten nach 
Spaltung mit 30°,iger Salzséure Chitosamin als schén kristallisierbares 
Benzoylprodukt mit Sicherheit nachzuweisen. Fr. N. Schulz® glaubte aus 
der Schleimsubstanz der EiweiBdriise des Frosches Galaktosamin gewonnen 
zu haben; doch wurde dieser Befund von anderer Seite stark angezweifelt ®. 
Von S.Frdnkls (l.c.) und Levenes (l.c.) Glucesamin-di-mannose-Kom- 
plexen aus Hiihnereiwei8 und Ovomucoid war schon frither die Rede, ebenso 
von Rimingtons Befunden. Neuerdings folgern M. Sérensen und Haugaard? 


auf Grund kolorimetrischer Befunde, da Serumproteine auBer Glucosamin 
und Mannose auch Galaktose enthalten, wobei an eine Beimengung von 
Serummucoid zu denken wire, dessen in Zweifel gezogene Existenz von 
Rimington® kiirzlich wieder bejaht worden ist ®. 


1 K. Mitzwkoff, Arch. f. Gynak. 49, 278, 1895. — *? M. B. Jazewitsch, 
Arch. de biol. St. Petersburg 5, 379, 1898; Chem. Centralbl. 1928, 
I, 218. — 3 Ch. Lepierre, C. r. 126, 1661, 1928; Bull. Soc. Chim. (3) 
19, 722, 1928. — * Zdngerle, Miinch. med. Wochenschr. 1900, Nr. 13. 

5 Fr. N. Schulz u. H. Dillhorn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 373, 
1900. - 6 A, van Eckenstein u. Blankma, Chem. Weekblad 4, 407, 
1907. — 7 M. Sérensen u. G. Haugaard, diese Zeitschr. 260, 247, 1933. 

8 C. Rimington, Ergebn. d. Physiol. 35, 738/39, 1933. — *® ..Bywaters 
came to the conclusion, that serum mucoid was a true protein, closely 
resembling ovomucoid ... As a result of unpublished experiments, 
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Uberblicken wir das vorliegende Beobachtungsmaterial, so kommen 
in bezug auf die Natur der Mucose neben dem Glucosamin wohl in 
erster Linie Mannose, Galaktose und natiirlich auch die Glucose als 
Komponenten in Betracht. In dem speziellen Falle der Mucose aus 
dem Pseudomucin der Ovarialeysten werden wir (wie schon die 
wechselnden Befunde in bezug auf die Abspaltung von Essigsiure und 
reduzierendem Zucker lehren) auf sehr wechselnde und wenig einheitliche 
Befunde rechnen miissen. Es ist dies um so mehr der Fall, als wir ja 
nicht vergessen diirfen, dafgS das Pseudomucin kein einheitliches physio- 
logisches Produkt ist (wie etwa das Ovarialmucin oder das Submaxillaris- 
mucin). Es handelt sich vielmehr um das Produkt eines pathologischen 
Exkretionsvorganges, das iiberdies bei monate-, eventuell jahrelangem 
Verweilen in einem Cystensack sicherlich mannigfachen autolytisch- 
fermentativen Einwirkungen ausgesetzt war, wobei die etwa primar 
vorhanden gewesenen Zuckerarten weitgehende sekundare Veranderungen 
erfahren haben mégen. 


Als Methoden zum Studium der Natur dieses durch Saurehydro- 


lysen abspaltbaren Eiweibzuckergemenges standen uns zur Verfiigung: 
A. das polarimetrische Verhalten; B. das Verhalten gegeniiber garender 
Hefe; C. das Gesamtreduktionsvermégen nach Bertrand: D. die Ermittlung 
jenes Anteiles der Gesamtreduktion, welcher auf Glucosamin entfailt 
(Bestimmung nach Fritz Zuckerkandl und Luise Messiner-Klebermass) ; 
E. Darstellung von Hydrazonen und Osazonen, wobei auch die Ab- 
trennung des fiir Mannose charakteristischen Phenylhyvdrazons und des 
fiir Galaktose charakteristischen Tolylhydrazons mit negativem Erfolge 
versucht wurde; F. Kolorimetrie der Zuckerarten nach Dische, wobei 
drei verschiedene charakteristische Farbenreaktionen (Diphenylamin I, 
Indolschwefelsiure und Naphthol 1), wie sie zu Zwecken der Mikro- 
bestimmung der Kohlenhydrate in tierischen Organen und im Blute 
angegeben worden sind, versucht wurden. Glucosamin gibt mit keiner 
dieser Reaktionen irgendeine Farbung. 

Die Diphenylaminreaktion I wird derart angestellt, daB 2 Teile 
der Zuckerlésung + 4 Teile des Diphenylaminreagens (100 konz. 
HCl + 80 Eisessig + 20 einer 10° igen alkoholischen Diphenylamin- 
lésung) 30 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt werden. Dabei 
geben Hexosen blaue, Pentosen, Glucuronséure und Aldehyde braune 
Farbungen. 


carried out some years ago the writer is able to substantiate Bywaters 
claims on the chemical side... The carbohydrate content was deter- 
mined by the method of Tillmans and Philippi. Expressing the 
results as glucosamin-dimannose it approaches 22°,. The isolation of the 
carbohydrate complex has not yet been undertaken, but it is hoped to 
do this..." 
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Die Indolschwefelsdurereaktion nach Dische- Popper stellt man folgende: 

maBen an: Leem Zuckerlésung + 9cem 75 Vol.-°,iger konz. H,SO 

0,3 cem 1° iger alkoholischer Indollésung werden 10 Minuten im siedende: 
Wasserbad erhitzt. Alle Zuckerarten geben braune Farbungen. 

Die Naphtholreaktion I: 1 Teil Zuckerlésung + 9 Teile einer durc! 
Vermischen von 8 Teilen konz. H,SO, +- 1 Teil H,O hergestellten Schwefe! 
siure 3 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlung 
werden 0,2 Teile 5° iger alkoholischer Naphthollésung zugesetzt und 
nach 10 Minuten kolorimetriert. Dabei geben Hexosen, Pentosen und 
Glucuronsduren violette, Triosen, Aldehyde und Milchséure aber braun: 
Farbungen. 

Als Standardlésungen dienten 0,05°,ige Lésungen von Glucose 
Mannose und Galaktose. Wird die Farbstarke der Glucose = 1 gesetzt, 
so ist die relative Farbstarke gleichkonzentrierter Mannose bzw. Galaktos: 
nach Dische (l.ec. S. 28) fiir die 





Mannose Galaktose 


Diphenylaminreaktion I. . . 1,10 0,60 
Indolschwefelsiurereaktion. . 0,70 0,75 
Naphtholreaktion I. . . . . 0,40 0,50 


Nehmen wir also beispielsweise an, wir wiirden Mannose nicht gegen 
einen Mannosestandard, sondern gegen einen Glucosestandard mit Hilfe 
der Naphtholreaktion | untersuchen, so wiirde die Mannose eine weniger 
als halb so starke Farbung entwickeln. Wiirden also etwa die Testlésung 
von Mannose und die 0,05 °,ige Standardlésung von Glucose im Kolorimeter 
gleiche Farbenstarke aufweisen, so wiirde dies nicht bedeuten, daB auch 


es , : . 0,06 ' : P : 
die Mannose 0.05°,ig sei, vielmehr daB sie = 0,125°% ig ist. Wir 


muBten also, wenn wir die unbekannte Mucoselésung gegen ver- 
schiedene Zuckerstandardl6sungen kolorimetrierten und dann etwa alles 
auf Glucose umrechneten (unter der Fiktion, als ob es sich um Glucose 
handeln wiirde), diese Discheschen Umrechnungsfaktoren sinngemaB zw 
Anwendung bringen. 


Wir lassen nun Resultate einer Reihe derartiger Versuche in ge- 
dringter Form folgen. Die Hydrolyse erfolgte in der Regel durch 
dreistiindiges Kochen mit 7 °,iger Salzsiure. Die Salzsiure wurde sodann 
durch Vakuumdestillation beseitigt, der Riickstand in Wasser auf- 
genommen und die Gesamtreduktion darin nach Bertrand bestimmt. 
Sodann wurden aber die dunkelgefairbten Hydrolysate durch Kochen 
mit Tierkohle soweit entfarbt, daB dieselben nahezu farblos erschienen. 
Dieser Entfarbungsvorgang ging aber stets mit namhaften Zucker- 
verlusten einher, die durch neuerliche Bertrand-Bestimmung aus- 


gewertet wurden. Dann wurde auf den urspriinglichen Zuckergehalt 


umgerechnet. Die in den folgenden Versuchsprotokollen angefihrten 
Zahlen sind der Einfachheit halber stets auf den urspriinglichen Zucker- 
gehalt umgerechnet. 








I 
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Pseudomucin 1. 


Hydrolyse liefert 7,05°, Essigsdure und 42.3°. reduzierender Zucker 
( Bertrand ). 
Glucosamin . ... ~. > etek? 
anderer Zucker. . . . . . . 15,2 (Subtraktion) 


lg Pseudomucin mit 25° iger Toluolsulfosiure hydrolysiert, Filtrat 
mit PSW., das neue Filtrat mit Hopkins Reagens gefallt, das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff von Hg befreit. stark eingeengt. Auf Zusatz von | cem 
Phenylhydrazin + leem Eisessig auf 5cem der etwa 1°,igen Zucker- 
lésung keine Abscheidung eines schwerléslichen Hydrazons. Also: Mannose 0. 


Kolorimetrie nach Dische (auf Glucose berechnet ). 





Gegen Gegen . 
; Mitte 
Glucosestandard Mannosestandard littel 


Diphenylaminreaktion I . 13,2° 17,2° 
Indolschwefelsaurereaktion. . 17,4 14,7 15,2° 
Naphtholreaktion I . 13,2 15,7 


Kolorimetrierbarer Zucker als Clucose berechnet. in’ Ubereinstimmung 
mit obigem Subtraktionswert. 


Pseudomucin 2. 


Hydrolyse: 6,9°, Essigsdure und 31,5° reduzicrender Zucker. 
Gisscosamim = =. kw ts wt wwe FOS 
anderer Zucker. . . . . . « 15,0°, (Subtraktion) 
$1,869 
Polarisation': xp + 58,6; Gdrung: Zucker ist zum geringeren Teile mit 


Hefe vergarbar. 


Kolorimetrie nach Dische (aut Glucose umgerechnet). 





Gegen Gegen 
. 5 . ’ I t > 
Glucosestandard Mannosestandard Mittel 


Diphenylaminreaktion I . 13,9° 
Indolschwefelsaurereaktion. . 18,7° 17,6 16,6" 
Naphtholreaktion I... . 17,2 15,6 

Osazon 2 


3g des Praparates 3 Stunden mit 7°,iger Salzsdiure hydrolysiert, 
Hydrolysat mit Tierkohle entfarbt, Filtrat im Vakuum zur Trockne ge- 

1 Glucose xp !. §2.5°, Glucosamin-H Cl 74°. d-Galaktose 83,3°, 
d-Mannose + 14,2°. 

2 Anmerkung: Die Schmelzpunkte der Osazone liegen fiir d-Glucose 
bei 205 bis 217°. Die Osazone des Glucosamins und der Mannose sind be 
kanntlich mit denen der d-Glucose identisch. Doch scheidet sich nach 
F. Tiemann (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 19, 50, 1886) das Osazon aus 
Glucosaminlésungen weit langsamer ab als aus Glucoselésungen. Das 
d-Galaktose-Phenylhydrazon besitzt einen Sp. von 186 bis 188°. 
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dampft, in wenig Wasser aufgenommen. Dazu Phenylhydrazin und Eisessi; 
im UberschuB: langere Zeit im Wasserbad erwiairmt:; zunachst auch nac!} 
dem Erkalten keine Abscheidung. Im Eisschrank iiber Nacht jedoc! 
erfolgt eine Kristallisation vom Aussehen des Glucosazons. Die abgetrennte) 
Kristalle wurden viermal aus 60°,igem Alkohol umkristallisiert und zeigten 
dann einen Sp. 184° bei langsamem Erhitzen. 

Eine andere Portion des gleichen Pseudomucins in ahnlicher Weis: 
behandelt, ergab ein Osazon, das sich ebenfalls nicht direkt beim langeren 
Erhitzen im Wasserbad, sondern erst beim Stehen im Eisschrank iiber 
Nacht abschied.  Dasselbe, aus 60°,igem Alkohol umkristallisiert, gab 
Sp. 174°, aus heiBem Benzol umkristallisiert Sp. 171°. Das Gemenge beide1 
Kristallisationen, noch einmal aus 60°,igem Alkohol umkristallisiert, gab 
wieder Sp. 174°. 

Pseudomucin 3, 
Hydrolyse: 5,4°, Essigsdure und nur 17,8°, reduzierender Zucker. 


Glucosamin ........ 10,9% 
anderer Zucker, . . .. .. 6,9% (Subtraktion) 
17,8% 


Polarisation': xp 1132". 


Kolorimetrie nach Dische! (auf Glucose umgerechnet ). 





Gegen Gegen 
Glucose- Mannose- Mittel 
standard standard 


Diphenylaminreaktion I. . . ; 6,2° 6,7 % gegeniiber 
Indolschwefelsaurereaktion. . it 8,3 obigem Reduktions- 
Naphtholreaktion I... . 48 | wert von 69% 


Anmerkung: Wir muB8ten uns die Frage vorlegen, ob in der- 
artigen Zuckergemengen bei Polarisationsversuchen und bei kolorimetrischen 
Versuchen nach Dische die Anwesenheit der einen Komponente sich nicht 
etwa den optischen Eigenschaften der anderen gegentiber stérend geltend 
mache. Doch scheint dies nicht (zum mindesten nicht in héherem Grade) 
der Fall zu sein. So gaben Gemenge von 0,02°, Glucose bzw. Mannose 
mit 0,10°, Glucosamin-HCl mit der: 





Glucose Mannose 


9/9 9/9 


Diphenylaminreaktion I statt 0,9200°%, tatsichlich. . . 0,0233 0,0196 
Indolschwefelsaurereaktion statt 0,0200 % tatsachlich. . 0,0194 0,0215 
Naphtholreaktion I statt 0,0200% tatsachlich. . . . . 0,0193 0,0208 


Die Polarisation aquimolekularer Lésungen von Glucosamin, Glucose 
und Mannose ergab bei Mischung zu gleichen Teilen fiir Gemenge von 
; ‘ ' 52,5 + 74 a 
Glucosamin + Glucose statt «p * = 63,2", an 

: 74+ 14 
amin + Mannose statt «ap 

52,5 + 14 oor 
statt xy : - = 33,2°, ap = 32,5°. 


59,1°; Glueos- 


= 44°, ap = 41,3°; Glucose + Mannose 
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Pseudomucin 4. 
Hydrolyse: 7,4°, Essigsdure und 25,7 °, reduzierender Zucker ( Bertrand). 


Glucosamuim ......2.-e.. 89% 


anderer Zucker, . . . . . . 16,8°, (Subtraktion) 


25,7 ° 
Polarisation: %) + 79,2°; Gdrung: Zucker etwa zur Halfte vergarbar. 


Kolorimetrie nach Dische (auf Glucose umgerechnet). 





Gegen Gegen 

Glucose Mannose- Mittel 

standard standard 
Diphenylaminreaktion I. . . 14,0° 13,5° 15,2 °, gegeniiber 
Indolschwefelsiurereaktion. . 14.8 17,9 obigem Subtraktionswert 
Naphtholreaktion I... . . 15,9 von 16,8 °,. 


Pseudomucin 5. 


Der Inhalt von zwei Ovarialcysten wurde auf Pseudomucin verarbeitet. 
Beide Praparate wurden gemischt (Ausbeute etwa 10g), mit 7°,iger Salz- 
siure 7 Stunden lang hydrolysiert und das stark gefarbte Hydrolysat durch 
wiederholte Behandlung mit Tierkohle véllig entfarbt. Dabei ging sehr 
viel Zucker verloren, derart, daB das wasserhelle Hydrolysat schlieBlich 
nur mehr 6,2°, reduzierenden Zucker (Bertrand) enthielt. Dasselbe diente 
zur Priifung auf Galaktose. 

Aus der einen Halfte versuchten wir mit Tolylh ydrazin das fiir Galaktose 
charakteristische, in Wasser schwerlésliche Hydrazon abzuscheiden; jedoch 
mit negativem Erfolge. 

Die andere Halfte wurde zur Kolorimetrie nach Dische verwendet, und 
zwar diesmal gegen einen Galaktosestandard; 


a) Indolschwefelséiurereaktion . . . . . 6.8°,. } 


: blauviolett 
b) NaphtholreaktionII ....... . 68% 


Die leidliche Ubereinstimmung mit dem Bertrand-Werte laBt ver- 
muten, daB hier das Glucosamin in der Tierkohle festgehalten worden 
sein diirfte. 

DaB es sich aber nicht um Galaktose handeln kénne, lehrte die Di- 
phenylaminreaktion LI in unzweideutiger Weise, denn sie gab eine griin- 
gelbe Farbung!. 


1 Die Diphenylaminreaktion II nach Dische unterscheidet sich von der 
Diphenylaminreaktion I dadurch, daB nicht 30 Minuten, sondern nur 
1'/, Minuten im siedenden Wasserbad belassen wird. Nach Dische geben 
bei dieser Reaktion Glucose, Fructose und Hexosediphosphorsiure blaue, 
Galaktose violette, Mannose braune Farbungen (I. c¢. 8S. 27). 

Die Naphtholreaktion II nach Dische (l.¢. 5.13 und 26) wird so an- 
gestellt, daB man zu 1 cem einer Zuckerlésung ein wenig Naphthol und dann 
9eem 75 volumprozentiger Schwefelsiure hinzufiigt und darauf 15 Minuten 
wartet. Hexosen und Pentosen geben nach Dische Rosafairbung, Fructose 
eine blaue. Triosen violette, Aldehyde braune Farben. 


2i* 
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Zusammenfassung. 

1. Die Frage der Essigsdureabspaltung aus Glykoproteiden wurd 
an Hand einer kiirzlich in diesem Laboratorium von A. Friedrich 
und S. Rapoport ausgearbeiteten Mikroacetylbestimmung in Angrift 
genommen. Dabei mubte einerseits eine Tribung der Versuchsresultate 
durch die bei der EiweiBspaltung infolge Zerstérung von Kohlenhydraten 
auftretenden fliichtigen Fettsiuren (Ameisensiure, Essigsiure) ver- 
mieden werden. Andererseits mubte aber eine Spaltung der Glyko- 
proteide doch so weit getrieben werden, daB eine méglichst vollstandig: 
Freilegung der darin enthaltenen Kohlenhydratkomplexe erzielt wird 
Wir wahlten zwecks Bestimmung der aus Glucoproteiden abspaltbaren 
Essigsiure zumeist eine dreistiindige Einwirkung 25° iger Toluolsulfo- 
sdure in der Siedehitze mit nachfolgender Vakuumdestillation unter 
Wasserzusatz, da wir uns tberzeugt hatten, da weder Glucose, noch 
Mannose, noch Glucosamin unter diesen Bedingungen irgendwelch« 
mefbare Mengen fliichtiger Sauren liefern, fiir eine Beteiligung der weit 
labileren Lavulose am Aufbau der Glykoproteide aber nicht der mindeste 
Anhaltspunkt vorliegt. 

2. Kohlenhydratarme Proteine, wie Zein, Gelatine, Casein und 
Serumeiweib geben nach achtstiindiger Hydrolyse mit 20 °,iger Schwefel- 
saure oder aber nach dreistiindiger Hydrolyse mit 25° iger Toluolsulfo- 
siure nur 0,5 bis 0,9°, fliichtiger Saure (als Essigsaure berechnet). 

3. Aus Ovomucoid, Gallenmucin und Nabelstrangmucin wurden 
durch dreistiindige Hydrolyse mit 25°,iger Toluolsulfosiure 2,4 bis 
4°, Essigsiure und gleichzeitig etwa 12 bis 15°, reduzierender Zucker 


abgespalten, wobei jedoch das Optimum der Zuckerspaltung schwerlich 


Zucker es 


erreicht worden sein dirfte. Die molekulare Relation ———-— 
Kssigsaure 


rE) 
lag zwischen 1,6 bis 2,1, was soviel heiBt, daB auf je ein Molekiil Essig- 
saure (die vermutlich am Stickstoff des Glucosamins verankert gewesen 
war) 1!), bis 2 Molekiile Zucker in reduzierender Form in Freiheit 
gesetzt worden sind. (Nach Levene entfallen im Ovomucoid auf 1 Molekiil 
Glucosamin je 2 Molekiile Mannose.) 

4. Aus einer Reihe von Ovarialcysten-Inhalten wurde nach Beseiti- 
gung aller hitzekoagulabeln Eiweibstoffe das Mucoid als jene Fraktion 
abgetrennt, welche auch nach Fallung mit Alkohol ihre Wasserléslichkeit 
behalt. Die Mucoide aus verschiedenen Ovarialcysten sind nichts 
weniger als einheitlicher Natur und unterliegen bei Bertthrung mit 
Alkohol und beim Eindampfen weitgehenden kolloidalen Veranderungen. 
Offenbar unterliegen sie aber auch beim langdauernden Verweilen der 
Cysten im Abdomen autolytischen und wohl auch andersartigen enzyma- 
tischen Veranderungen, welche zu einer teilweisen Abspaltung von 





. 
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Essigsiure oder von Zucker aus den Glucoproteidmolekiilen fiihren 
konnen. Den EHssigsduregehalt verschiedener Ovarialmucoide fanden 
wir zwischen 2,6 bis 9,4°, schwankend, den Gehalt an reduzierendem 
Zucker zwischen 19 bis 43%. Schaltet man jene Praparate aus, deren 
Essigsiurewerte unter 6°, und deren Zuckerwerte unter 30°, liegen, 
so gelangt man zu Mittelwerten: Essigsiure 7,3°,, reduzierender Zucker 
37,0°%, Z/E mol. 1,7; also wiederum auf je 1 Molekiil abspaltbare 
Essigsiure etwa 11), bis 2 Molekiile abspaltbarer reduzierender Zucker. 

5. Der Inhalt von Parovarialeysten erwies sich véllig verschieden 
von demjenigen der Ovarialcysten: Sparlichkeit oder vélliges Fehlen des 
Hitzekoagulums; Leichtléslichkeit der gesamten Alkoholfallung in 
Wasser: 3 bis 6°, abspaltbare Essigsiure; aber sehr geringe Mengen 
(nur 3 bis 71/,°,) abspaltbares reduzierendes Kohlenhydrat. 

6. Versuche, iiber die Natur des Pseudomucinzuckers etwas Naheres 
zu erfahren, betrafen das polarimetrische Verhalten, das Verhalten gegen- 
iiber gdrender Hefe, das Reduktionsvermégen nach Bertrand, den Anteil 
an Glucosamin darin (Bestimmung nach Zuckerkandl und Messiner- 
Klebermass), daraus darstellbare Osazone, sowie endlich kolorimetrische 
Versuche nach Dische (Reaktionen mit Diphenylamin, Indolschwefel- 


siure und Naphthol). Wir kénnen nur soviel aussagen, dab das durch 


Hydrolyse des Pseudomucins erhaltene reduzierende Zuckergemenge 
stets cinen seiner Menge nach sehr wechselnden Anteil an Glucosamin 
und daneben stets noch anderen reduzierenden, schwer vergarbaren, 
stark rechtsdrehenden Zucker enthielt, den wir aber weder mit 
Glucose, noch mit Mannose, noch mit Galaktose zu identifizieren 
vermochten. 





Weitere Untersuchungen 
iiber die neue Farbenreaktion des Vitamins A. 


Von 
Eugen Rosenthal und Johann Erdélyi. 
(Budapest.) 
(Eingegangen am 19, Mai 1934.) 


Wir berichteten jiingst! iiber eine neue Farbenreaktion, welche 
fiir das Vitamin A charakteristisch ist; Ergosterin und Carotinoide 
gaben diese Reaktion nicht, die Reaktion war auch fiir kolorimetrische 
Bestimmungen geeignet. Sie bestand darin, daf eine Lésung des 
Vitamins A in absolutem Chloroform mit SbCl, und Pyrocatechin er- 
wairmt eine aus der bekannten blauen in violettrot tibergehende Farbe 
ergibt. Im Laufe unserer weiteren Untersuchungen fanden wir, dab 
die gleiche Reaktion auch bei Verwendung von Hydrochinon-, Guajacol- 
und Veratrollésungen entsteht, und diese somit eine Polyphenolreaktion 
ist. Mit den ibrigen Polyphenolen kann man sie deshalb nicht ausfiihren, 
da diese in absolutem Chloroform unléslich sind. Fiir quantitative 
Bestimmungen eignete sich das Guajacol am_ besten. 

Das Verfahren mit Pyrocatechin ist indessen mit Fehlern ver- 
bunden, welche durch die Verwendung von Guajacol vermieden werden. 
Diese sind: 

1. Die Pyrocatechinlésung muB stets frisch sein, da sie nach 24 Stunden 
unbrauchbar ist; demgegeniiber ist die Gaajacollésung wahrend einer belie- 
bigen Zeit haltbar. 2. Die Endfarbe der Pyrocatechinreaktion ist nur kurze 
Zeit bestandig (etwa durch 5 bis 10 Minuten), nachher verfarbt sie sich braéun- 
lich, wahrend bei der Gaajacolreaktion die Farbe ziemlich bestandig ist, man 
kann sie sogar nach | bis 2 Stunden messen; die Haltbarkeit hangt haupt- 
sachlich von der Reinheit des zu untersuchenden Materials ab, ist dieses 
auBerst rein, so verandert sich die Farbe selbst nach 24 Stunden nicht. 
3. Bei Pyrocatechin triibt sich das Reaktionsgemisch nach einiger Zeit, bei 
Guajacol tritt eine Triibung selbst nach langer Zeit nicht auf. 4. Die Zeit- 
dauer der Erwarmung kann man bei Pyrocatechin nicht genau angeben, 
eine etwas langer dauernde Erwarmung ist nachteilig. so daB das Verfahren 
Ubung erfordert; mit Guajacol kann man die Bestimmung auch ohne _ be- 
sondere Ubung richtig ausfiihren, da eine etwa durch 1 bis 2 Minuten 
dauernde verlangerte Erwarmung die Endfarbe nicht beeinfluBt. Bei dem 
Lebertran soll indessen die Erwarmung héchstens '/, Minute lang dauern, 
und die Messung mu8B rasch unternommen werden, weil infolge der Ver- 
harzung des Oles das Reaktionsgemisch in kurzer Zeit braun wird. 

Zur Bestimmung eignete sich am besten eine 5° ige Guajacol- 
lésung (5g Guajacol in 100 cem absolutem Chloroform). Die Einzelheiten 


! Diese Zeitschr. 267, 119, 1933. 
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des MeBverfahrens stimmen mit jenen des Pyrocatechinverfahrens 
iiberein!, 

Als Vergleichsl6sung hatten wir auch hier die 0,01 °,ige KMnO,-Lésung 
verwendet. Da sich die Farbe der KMn0O,-Lésung nach einigen Tagen 
andert, ist es zweckmaBig, jeden vierten bis fiinften Tag eine frische Lésung 
anzusetzen. Die Messung mit der KMnQ,-Lésung ist mit dem gro8en 


Nachteil verbunden, da®8 wir da die Extinktion der KMnQ,-Lésung 
und der wihrend der Reaktion entstandenen farbigen Lésung nicht gleich 
ist den Vergleich nur anstellen kénnen, wenn das Gefab, weleches die 


<MnO,-Losung enthalt, immer auf die gleiche Stufe der Kolorimeterskala 
KMn0O,-1 thalt fd leiche Stufe d Kol terskal 
(Ziffer 10) eingestellt wird. 

Bei dem Gebrauch des Leitzschen ,,Absolutkolorimeters™, bei 
welchem wir mit der zum Apparat angefertigten ,.grauen Lésung“ 
messen, kénnen wir auch diesen Fehler vermeiden. 


Die Extinktion dieser Lésung ist 0.5, d. h. daB eine | em dicke Schicht 
der grauen Loésung die Intensitat eines beliebigen Lichtstrahles auf das 
10-°5fache vermindert?. Ist die Schichtdicke der zu messenden Lésung 
und der grauen Lésung bei gleicher Lichtintensitat die gleiche, so ist auch 
die Extinktion der beiden Lésungen gleich. Im entgegengesetzten Falle 
erhalt man die Extinktion der zu messenden Lésung, wenn man die Extink- 
tion der grauen Lésung (0.5) mit dem Quotienten der bei der grauen und 
bei der zu messenden Lésung erhaltenen Skalenteile multipliziert. Die 
Extinktion (£) ist mjt der Konzentration (¢) dureh folgende Gleichung 
verbunden: 

E 


E-=a.c bzw. c : 
a 


wo « der molare, bzw. spezifische Extinktionskoeffizient ist, Je nachdem, 
ob die Konzentration in Mol/Liter oder in g/Liter ausgedriickt wird. 

Das Ablesen geschieht bei monochromatischem Licht: in unserem 
Falle kam das gelblichgriine Farbenfilter Nr.7 des Apparates zur 
Verwendung, da die Wellenlange dieser Farbe 549 mu ist, welcher 
Wert mit dem Schwerpunkt des Absorptionsstreifens unserer A-Vitamin- 
reaktion tibereinstimmt. Einer der Absorptionsstreifen der Guajacol- 
reaktion ist bei 549 mu und dies steht mit dem bei der Pyrocatechin- 
reaktion gefundenen Streifen bei 552my in gutem Einklang. Zur 
Bestimmung des Absorptionsspektrums verwendeten wir ein hoch- 
gereinigtes Vitamin A-Praparat und fanden nebst dem erwahnten auch 
noch einen zweiten Streifen bei 476mu. Die Farbe des Reaktions- 
gemisches blieb durch lange Zeit unverandert und in der Stellung der 
Streifen war selbst nach 24 Stunden keine Anderung zu verzeichnen. 
Bei unseren friiheren Messungen verwendeten wir ,,Vogan’* und glauben, 
daB das Erscheinen von vier Streifen auf diesen Umstand zuriick- 
zufiihren ist. 


1 A.a. O. — ? Siehe ausfiihrlicher: Leitz, Kolorimeter und Nephelometer. 
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Bei der Messung mit dem Absolutkolorimeter sind zu beachten 
1. daS die Lichtquelle des Kolorimeters mit maximaler Lichtstarke genau Ziff 
in die Mitte eingestellt wird; 2. ist es vorteilhafter, die Messung erst 20 bis 
30 Minuten nach dem Abkiiblen vorzunehmen; eine Ausnahme gilt fii 
Lebertran, bei welchem man rasch zu arbeiten hat; 3. muB die SbCly-Lésung 
unbedingt gesattigt sein (26- bis 28°, ig), denn wenn sie weniger konzentriert 
ist, erhalt man eine zu schwache Reaktion. 

Wenn wir nun die Resultate der Messungen der Guajacol- und der 
Pyrocatechinreaktion am Duboscqschen Apparat mit den am Absolut- 
kolorimeter gewonnenen vergleichen, so zeigt sich, daB diese Resultate 
innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler gut iibereinstimmen. 

Beispielsweise 40fach verdiinntes Vogan: 

1. Duboscq-Kolorimeter; die Vergleichslésung steht bei Ziffer 10 der Skala: 
0,lcem. ..... . . 22 mm Pyrocatechin 22 mm Guajacol 


ra ee ee ee ay l 


l 
8 


3 a 

© ee ee eee ae 

\ or re oe ee ee oe oe - LS + » 
. Absolutkolorimeter; die Vergleichslésung steht bei Ziffer 10 der Skala: 
O,leem. . . . . . . . 10,8mm Pyrocatechin 10,0 mm Cuajacol 

jo ae bere wee a SE ne 5,0 

a8 + n 3,3 
a ae “ 2,6 
2,2 ‘ 2,0 


e s— 45 


Die Messungen mit dem Absolutkolorimeter nahmen wir nach Ablauf 
von ungefahr 1] Stunde an denselben L6sungen vor, welche wir vorher 
mit dem Duboscqschen Kolorimeter untersuchten 

Wir untersuchten ferner verschiedene Konzentrate des Vitamins A 
und Lebertrans mit dem Duboscgschen und mit dem Absolutkolori- 
meter. Die Vitaminkonzentrate erhielten wir von den Herren P. Karrer 
(Ziirich), Fredrik Ender (Statens Vitaminsinstitut Skéjen, Norwegen) 
und F. H. Carr (London) und méchten fiir ihre Bereitwilligkeit auch an 
dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 


A, Vitamin A-Konzentrate. 
|. Karrersches Praparat; 0,05 g in 50cem Chloroform gelést. 
1. Duboscq-Kolorimeter; die Vergleichslésung steht bei Ziffer 10 der 
Skala: 
Wha WO cs 4 ses Yew Ss y mm 
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2. Absolutkolorimeter, dieselbe Lésung; die Vergleichslésung steht bei 
Ziffer 10 bzw. Zitfer 20 der Skala: 
0.1 cem pg Ne mm, 20> mm 
i ar 10,1 
i Bgee at er pe ee 6.4 
Oe ry 3 4 els ae 4,8 
ae te 42a ss Se oe * 3.9 
11. Endersches Praparat; 0,1 g in 100 cem Chloroform gelést. 
1. Duboscq-Kolorimeter; die Vergleichslésung steht bei Ziffer 10 der 
Skala: 
= mm 
CUS a4 Sisterla~ sue hah RASA 
See ee er ee 
ee 33 wes ce eee ee eee ee 3 


Jog] em! > 
Mee. ror tad, ees eo ede ce ee 
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2. Absolutkolorimeter, dieselbe Lésung; Vergleichslésung steht bei 


Zitfer 10 bzw. Ziffer 20 der Skala: 


0.1 cem 
0,2 
0.3 
0.4 


.8 min, 
S 
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10,6mm 
5.3 
4.0 
3.0 
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ILL. Carrsches Praparat; 0,1 g in 100cem Chloroform gelést. 


1. Duboseqsches Kolorimeter; die Vergleichslésung steht bei Ziffer 10 


der Skala: 
0,1 cem 


O.4 


OO 


2. Absolutkolorimeter, 


Zitfer 10 bzw. Ziffer 20 der Skala: 


0,1 eem 
0.2 
0.3 
0.4 
OD 


L. Den Zoltan schen Lebertran konnten wit 


nicht messen, da die Reaktionsfarbe nicht 


dieselbe 


5.6mm, 
2.9 
1.8 
1.4 
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B. Lebertrane. 


Losung; 


13.0 mm 
6.5 
4.4 
3.3 
2.4 


Vergleichslésung steht bei 


10,7 mm 
5.6 
3.6 
2,8 


99 


*am Duboseqschen Kolorimeter 
rotviolett, sondern rétlich- 


braun war. Mit dem Absolutkolorimeter konnten wir aber die Messungen 


vornehmen. Vergleichsl6sung steht bei Ziffer 10 der Skala: 


0,1 cem 
0,2 
0.3 
0.4 
OD 


30,0 mm 
15.0 

G0 

7.0 


Oo. 
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Il. ,,Oleum jecoris Aselli flavum.‘ 
1. Duboscqsches Kolorimeter; die Vergleichslésung steht bei Ziffer 1 
der Skala: 


Oem. kk ee ee Se 80 Soe 


So i ee a eee 
ep Oe ber ee ee oe ee Ss ce ce, 
RAE pat bic Fos ace eueee Re eh we, et ae 
Me ae Na eee ek: a aor a eee 


2. Absolutkolorimeter: Vergleichslésung steht bei Ziffer 10 bzw. 


Zitter 20 der Skala: 


Oslcem . . . « 16,omm, 20,2 mm 
ee hoy hacer he es 10,2 
0,3 m ee 6,6 
Wie 45 i es le Se 4,9 
AS? eae ce Rs 3.8 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, sind die Resultate mit dem 
Absolutkolorimeter genauer. Da zwischen Schichtdicke und Kon- 
zentration das Verhaltnis umgekehrt ist, stehen Farbenintensitéat und 
Konzentration im geraden Verhaltnis zueinander. 

Absolute Messungen (in g oder in mol ausgedriickt) kénnen wir, solange 
uns kein vollkommen reines Vitamin A zur Verfiigung steht, nicht aus- 
fiihren. Um also unsere Messungen vergleichen zu kénnen, miissen wir 
vorlaufig eine willkiirlich gewahlte Einheit festsetzen. Als Einheit betrachten 
wir jene Menge Vitamin A, deren Extinktion — bei vorschriftsmaBiger Aus- 
fiihrung der Reaktion mit Guajacol mit der Extinktion der grauen 
Lésung im Absolutkolorimeter gleich ist. Wenn wir nun die abgemessenen 
Einheiten auf 1g des untersuchten Materials berechnen wollen, so dient 

— GL 
hierfiir folgende Formel: Der Grauwert G. W = -., wo GL den bei 

ML. C 
der grauen Lésung gefundenen Skalenteil in em, 1/1 den bei der zu messen- 
den Lésung gefundenen Skalenteil in em, C die Konzentration der Lésung 
in gicem bedeuten, z.B.: aus dem Enderschen Praparat wurde eine 
0,1°,ige Lésung angefertigt, 0,1. cem dieser Lésung mit Chloroform auf 
1.0 cem erganzt, die graue Lésung auf 1 em der Skala gestellt und 0.55 em 
gemessen. Somit war Gl = lem, ML = 0,55em, C = 0,0001 g/cem und so 
GW = 18,100. Wenn wir die Messung so vornehmen, dai 
0,55 . 0.0001 

wir die zu messende Lésung zu 1 cm einstellen, so messen wir in dem er- 
wahnten Falle bei der grauen Lésung 1,8 em, multiplizieren wir nun mit der 
Verdiinnung (1 /¢), so erhalten wir den entsprechenden Wert. Haben wir das 
zu untersuchende Material nicht in g, sondern in cem gemessen, so ist die 
erhaltene Ziffer noch mit dem spezifischen Gewicht des untersuchten 
Materials zu dividieren. 


Wir haben auch die Reaktion des Carotins mit SbCl, bei An- 
wesenheit von Hydrochinon, Guajacol und Veratrol untersucht. Das 
Hydrochinon beeinfluBt die Reaktion nicht; mit Guajacol und Veratrol 
entsteht keine rotviolette Farbe, diese beiden hemmen jedoch in gréBerer 
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Konzentration die Reaktion. Veratrol verzégert den Ablauf der Reaktion 
in groBem MaBe, eine blaue Verfarbung zeigt sich erst nach langerer Zeit. 

SchlieBlich hatten wir auch die Grenze der Nachweisbarkeit des 
Carotins und des Vitamins A mit der beschriebenen Reaktion fest- 
gestellt. Bei dem Carotin ist diese Grenze 5 y, wobei wir bemerken, 
da®B die gelbe Farbe des Carotins auch bei einer noch bedeutend ge- 
ringeren Konzentration sichtbar ist, diese Farbe aber nach Zusatz 
von SbCl, verschwindet. Bei Vitamin A benutzen wir die Losung des 
Carrschen Konzentrats; enthailt lcem der Lésung 1 y, so entsteht 
durch SbCl, eine kaum merkbare Blaufarbung, mit Guajacol erwarmt, 
verschwindet diese Farbe; bei einem Gehalt von 10 y in 1 ecm entsteht 
eine gut sichtbare Blaufarbung, welche beim Erwarmen mit Guajacol in 
Xosa_ iibergeht. 

Zusammenfassung. 

1. Die Farbe der Guajacolreaktion ist bestandiger als irgendeine 
der bisher bekannten Farbenreaktionen des Vitamins A. 

2. Diese Farbe ist durch ihre Bestaindigkeit zu kolorimetrischen 
Messungen geeignet. 

3. Genaue Messungen kénnen wir mit dem Leitzschen ,,Absolut- 
kolorimeter“, der ,,grauen Lésung*S und dem Spezialfilter Nr.7 in 
monochromatischem Licht ausfiihren. 





Normale Atemwerte frischer tierischer Gewebe. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In dem kiirzlich erschienenen ersten Band des Ergainzungswerkes 
von Oppenheimers Handbuch der Biochemie des Menschen und der 
Tiere findet sich auch von H. A. Krebs (S. 863) eine statistische Zu- 
sammenstellung der Literaturangaben iiber die AtemgréBe lebender 
Zellen. In der Tabelle I stelle ich die Mittelwerte der Gewebsatmung 
zusammen, die im Laufe des letzten Jahres bei den eigenen Unter- 
suchungen fiir die AtemgréBe verschiedener Organe  verschiedener 
Tiere mit Warburgs manometrischer Methode ermittelt wurden. 


Alle Untersuchungen sind bei 37° C Thermostatentemperatur ausgefiihrt - 
Die mit der Hand hergestellten Rasiermesserschnitte atmeten in einer 
Ringerl6sung nachfolgender Zusammensetzung 0,9°, NaCl, 0,023°,, KCI, 
0,024°, CaCl, 0,026°, NaHCOs. Das pu betrug 7,4, die Gasatmosphiare 
der Manometer war reiner Sauerstoff. Irgendwelche Zusatze von Nahrungs- 
stoffen wie Glucose, Aminosiuren usw. enthielt die Nahrlésung der in der 
Tabelle beriicksichtigten Versuche nicht. 

Sdmtliche in der Tabelle verarbeiteten Versuche sind bei Ratte und Meer- 
schweinchen an frisch dem eben durch Nackenschlag getéteten gesunden Tier 
entnommenen Geweben ausgefihrt worden. Die Tiere hatten keinerlei Medika- 
mente erhalten und waren friiher zu keinen Versuchen verwendet worden. 

Die in der Tabelle verwerteten Versuche an Rind, Schaf und Schwein 
beziehen sich auf eben vom Schlachthof geholte Organe frisch getéteter 
Tiere. Diese Organe hatten zwischen der T6tung des Tieres und dem Versuch 
etwa 1'/, bis 2 Stunden in einem Behialter auf Eis gelegen. Zur Unter- 
suchung der Retina wurde der Bulbus jedoch erst unmittelbar vor dem Ver- 
such ge6ffnet. Unter Niere ist stets die Rindengegend der Niere zu verstehen. 


Das statistische Mittel der beobachteten Werte ergibt die Tabelle I. 


Tabelle I. 








Zahl Zahl 

Tierart Organ der ¢ Tierart Organ der ¢ 
Versuche Ye ' Versuche v0, 
Herz 50 5,6 Ring | Retina 20 5,9 
b thine Batis | Zwerchfell 42 5,4 | Niere 4 9,8 
Lae | Leber 30 9,0 Schaf | 5 6.0 
Niere 41 20,1 | Schwein Retina 4 95 
eve: {| Bar 16 3,0] Ziege | 1 | 60 
oil - on Leber 5 5,8 Ratte | Jensen F 7.7 

eileen | Niere 12 15,7 " || Sarkom §| . 
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Beziiglich der Retina ist noch zu sagen, dab alle Werte an hell- 
adaptierter, waihrend des Versuchs belichteter Retina, und zwar an 
Schnitten peripherer und temporaler Retinateile gewonnen wurden. 
Da die Retina der groben Haussaiugetiere, seit ich sie als besonders 
geeignetes Versuchsobjekt empfahl!, auch von anderer Seite wiederholt 
benutzt wurde, muB methodisch einiges betont werden. 

Wir verwenden meist vergleichend Retina von Rind, Schaf und 
Schwein, Rinderretina meistens, weil sie den Vorteil der GréBe und 
leichter Praparierbarkeit hat, wahrend z. B. die noch gréBere Pferde- 
retina schlechter geeignet ist, weil sie schwer vom Glaskérper ab- 
praparierbar ist. Nun sind die einzelnen Teile der Rinderretina unter- 
einander anatomisch und physiologisch nicht gleichwertig®. Eine 
groBe Zahl vergleichender Versuche an verschiedenen Stiicken der 
gleichen Retina zeigte auch eine biochemische Verschiedenheit der 
einzelnen’ Teile. 


ris Ri tina hell tert : . , 
free Rdereaiine hal atapiior Frische Rinderretina dunke/ adaptiert 
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] T uf * hy rr CT CT CTCT Af 4g oe? Y CrCl 
NR+ 
NR(S) ste Pyruvate) nso tact) Mw ble poset) NR (6) nso yrovarts) muol fatty) "ano luc ase(2) 
Abb. 1 


Atmung verschiedener Stiicke der Rinderretina 
Zu jeder Versuchsreihe wurden korrespondierende Schnitte der zentralen und temporalen 
Retinateile verwendet, von denen einer in verdunkelten, der andere in belichteten Trigen 
atmete. Eingeklammert die Zahl der Versuchsreihen. Uber den Stiben Mittelwert Vo 


Helle Siulen wiahrend des Atemversuchs belichtete, dunkle wihrend des Atemversuchs ab 
gedunkelt gehaltene Retina. Die vier Versuche jeder Versuchsreihe sind an Teilen der 
gleichen Retina ausgefiihrt. 


Versuche wurden an belichteten und an dunkeladaptierten Retina 
teilen ausgefiihrt. In letzterem Falle war der Bulbus nach der Entnahme 
dunkel verwahrt und in der Dunkelkammer bei rotem Licht) prapariert 
und teils in gegen Lichteintritt geschiitzte. teils in belichtete Atemgefabe 
gebracht. 

Von den Ergebnissen sei nur erwahnt, daB die zentralen Retina- 
teile in zusatzloser Ringerlésung bei helladaptierter Retina eine deutlich 
kleinere Atmung haben als die nasalen und temporalen. Bei dunkel- 
adaptierter Retina ist der Unterschied meist geringer, vor allem dadurch, 
daB die Atmung der zentralen Retinateile bei Dunkeladaption gréBer 
ist als bei Helladaption. Bei Fiitterung mit Glucose, Lactat, Pyruvat 
ist, wie Abb. 1 zeigt, auch bei dunkeladaptierter Retina der Unter- 
schied deutlich. Auch bei Serinfiitterung scheint er deutlich zu sein. 


' Diese Zeitschr. 244, 459, 1932. > J. Ziirn, Arch. t. Anat. (u. Phys.) 
1902. Suppl. 99. 
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Auf die zum Teil aus Abb. 1 ersichtlichen biochemischen Besonder 
heiten der verschiedenen Retinateile, die sich auBer durch ihren Stabchen 
Zaptenbestand (die temporalen Teile haben mehr Zapfen als die zentralen!) ! 
anscheinend auch durch ihren Nervenzellenreichtum unterscheiden, so! 
vorlaufig nicht naher eingegangen werden. 
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Abb. 2. 
Vergleich der Atmung frischer Organe in NR mit und ohne angegebenen Nihrzusi&tzen. 
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Vergleichende Atemversuche an Retina fiihrt man _ jedenfalls 
zweckmaBigerweise an korrespondierenden Teilen der zentralen oder 
der peripheren Retinabezirke aus. Zentrale und _ periphere Teile 


! Das Oxyhydrochinon, das meines Wissens bisher in der medizinischen 
Farbetechnik nicht verwendet wurde, eignet sich vorziiglich zu histologischen 
Zwecken, zu Ganglienzellenfarbung, Kernfarbung. Farbung roter Blut- 
kérperchen, aber auch sonst. Wir benutzen meist wasserige Lésungen 
(0,1 °.ig), in denen wir die Schnitte bei 40° iiber Nacht, bei 50 bis 60° einige 
Stunden lieBen. Differenziert haben wir mit salzsaurem Methylalkohol. 
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sind einander nach meiner Erfahrung auch biochemisch nicht ganz 
gleichwertig. 

SchlieBlich bringt Abb. 2. eine Mittelwertsstatistik an frischen 
Organen, die in der oben genannten Ringerlésung mit und ohne bestimmte 
organische Nahrungszusatze atmeten. Auch hier handelte es sich um 
Versuche, die beilaufig im letzten Jahre ausgefiihrt wurden. Die Tabelle 
zeigt zusammentassend an frischem Gewebe die von mir in den letzten 
Jahren im einzelnen stets erwiesene Spezifitat der Wirkung scheinbar 
unspezifischer Stoffe, die im K6rper natiirlicherweise vorkommen. 

Die Zusammenstellung ist deshalb besonders eindrucksvoll, weil 
sie zeigt, daB eine sachlich begriindete scharfe Abgrenzung des Hormon- 
begriffes nach der spezifisch-biochemischen Wirkung kaum mehr 
moglich ist?. 

Zusammenfassung. 

Es werden Mittelwerte der AtemgréBe verschiedener frisch in 
zusatzfreier Ringerl6sung untersuchter Organschnitte von Ratte, 
Meerschweinchen, Rind, Schaf, Schwein und Ziege mitgeteilt. 

Es wird die biochemische Verschiedenheit zentraler und peripherer 
Teile der Rinderretina erwiesen. 

Eine tabellarische Zusammenstellung von Versuchen an frischen 
Organen zeigt, daB scheinbar unspezifische Nahrungsstoffe und Stoff- 
wechselprodukte die Atmung verschiedener Gewebe auch des gleichen 
Tieres ganz verschieden beeinflussen. 


1 Vol. Bruno Kisch, Med. Welt 1933, Nr. 33. 





Ortho-Chinone als Fermentmodell. 


XIII. Mitteilung: 


Beobachtungen tiber Aktivatorwirkungen bei Sauerstoffausschlug. 


Von 
Bruno Kisech und Ulrieh Heeht. 


(Eingegangen am 20. Mai 1934.) 


Der eine von uns hat schon vor laingerer Zeit festgestellt, daB dir 
katalytische Desaminierung von Aminosaiuren durch Chinone _ bei 
Anwesenheit kleinster Mengen gewisser Metallsalze eine deutlich erhéht: 
Ammoniakausbeute ergibt!. Es konnte ferner gezeigt werden, dali 
durch die untersuchten Aktivatoren die Ammoniakausbeute nicht 
unmittelbar beeinfluBt, sondern nur die Katalysatorwirkung erhoht 
wird?. Uber die Art der Wirkung der Aktivatoren konnte bisher nichts 
Sicheres ausgesagt werden. Da nun im hiesigen Institut festgestellt 
wurde, da die Desaminierung der Aminoséuren durch Chinone auch 
bei SauerstoffausschluB und Anwesenheit geeigneter Wasserstoff 


akzeptoren vor sich geht®, so erschien die Untersuchung der Aktivator 


wirkung bei SauerstoffausschluB eine Méglichkeit, dem Verstandnis 
der Mechanik der Aktivatorwirkungen naherzukommen. 


Methodik. 


Die verwendete Methodik wurde schon bei friiherer Gelegenheit mit- 
geteilt ?. Als Substrat verwandten wir Glykokoll in einer Konzentration 
von m/40 und in wenigen Versuchen Phenylaminoessigséure. Als Kata 
lysagen durchwegs Oxyhydrochinon in einer Konzentration von m/ 1000. 
Als, Puffer verwandten wir vergleichsweise Phosphat- und Boratpufter 
Das pu wurde nach friiherer Erfahrung in optimaler Héhe angesetzt und 
ist in der Tabelle bei den einzelnen Versuchen angegeben. Zunachst be 
richten wir lediglich iiber die Verwendung von Cadmiumchlorid und Calcium 
chlorid als Aktivatoren, die sich beide in friiheren Versuchen als sehr wirksam 
in dieser Hinsicht erwiesen hatten. Wir verwandten das Cadmiumchlorid 
in einer Konzentration von m/1000 und m/10000, das Caleiumehlorid in 
einer Konzentration von m/1000. In Kontrollversuchen tiberzeugten wit 
uns davon, daB erstens in Bestaétigung der friiheren Angaben bei Anwesenheit 
von Sauerstoff die Ammoniakausbeute bei Zufiigung von Cadmiumchlorid 
und Caleiumchlorid zum Ansatz wesentlich héher war, und zwar sowohl 
bei Phosphat- als auch bei Boratpufferung. (Calciumechlorid wurde nur bei 
Boratpufferung gepriift.) 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 242, 21, 1931; 263, 98, 1933; Bruno Kisch 
u. K. Schuwirth, ebenda 268, 195, 1933; 268, 158, 1934. 2 Ebenda 263. 
98, 1933. — 3? K. Schuwirth, ebenda 254, 148, 1932; B. Kisch u. St. Stutzke, 
ebenda 259, 455, 1933. — 4 Bruno Kisch, Fermentforschung 13, 433, 1932; 
diese Zeitschr. 257. 89, 1933; K. Schuwirth, ebenda 254, 148, 1932. 
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In emer zweiten Reihe von Kontrollversuchen wurde festgestellt, daB 
bei Anwesenheit von Sauerstoff, Aktivator und Wassersto/fak zeptor ebenfalls 
die Ausbeute gr6Ber war als ohne Aktivator, daB also die gleichzeitige An- 
wesenheit von Aktivator und Wasserstoffakzeptor die aktivierende Wirkung 
des Cadmiumchlorids und des Caleitumehlorids nicht aufhebt. Als Wasser- 
stoffakzeptor wurde m-Di-nitrobenzol verwandt. Die Versuche sind alle 
bei 40° ausgeftihrt worden. 


Versuchsergebnisse. 


Die Tabelle gibt unsere mit Cadmiumchlorid und Calciumchlorid 
unter SauerstoffausschluB ausgefiihrten Versuche wieder. Sie zeigen 
das ubereinstinmende Ergebnis, dali die Ammoniakausbeuten inner- 
halb der Grenzen der Versuchstehler bei den gleichen Ansatzen identisch 
sind, gleichviel, ob der Aktivator vorhanden war oder nicht. Das gleiche 
Ergebnis fand sich bei 15-, bei 40- und bei 45stiindiger Kinwirkung des 
Versuchsgemisches auf das Substrat. 


Tabelle E. 


Desaminierung von m/40 Glykokoll. 
Katalysagen: Oxyvhydrochinon. Unter Ausschlu8 von Sauerstoff. 


H,-Akzeptor: 0,2 ¢ m-Di-nitrobenzol in jedem Ansatzrohr. 
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Es ergibt sich also, daB das Cadmiumchlorid und das Calcium- 
chlorid in Konzentrationen, in denen sie in unseren Kontrollversuchen 


bei Anwesenheit von Sauerstoff und des Wasserstoffakzeptors die 


Ammoniakausbeute um 20 bis 60°, zu steigern vermégen, bei Sauer- 
stoffausschluB unwirksam sind. 

Da die Desaminierung der Aminosaiuren, wie unsere Resultate 
zeigen, trotz des Sauerstoffausschlusses in unseren Ansiatzen reichlich 
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vor sich ging, so gestatten unsere Versuche den SchluB, daB die akt 
vierende Wirkung von Cadmium- und Calciumchlorid bei unsere 
Versuchsanordnung nicht unmittelbar den Vorgang der Dehydrierun, 
und der ihr folgenden Desaminierung betrifft, sondern daB die Angriffs 
stelle dieser Aktivatoren in jenem Teile des Prozesses liegt, dei} 
Anwesenheit von Sauerstoff den elementaren Sauerstoff in die chemis 

Umsetzung mit einbezieht. Wir vermeiden es bewubt, bevor die V 

ginge weiter aufgeklart sind, hier von einer Sauerstoffakurvierung zu 
sprechen, so nahe es liegt. Doch sei auf die mégliche Bedeutung der 
hier festgestellten Tatsachen fiir biologische Prozesse ebenso nach 
dricklich hingewiesen, wie bei den friiheren Erfahrungen mit dem 
Chinon-Fermentmodell. Uber die Aktivatorwirkung der Salze von 
Kisen und Kupfer, die, wie unsere ersten Versuche schon zeigten 
kompliziertere Ergebnisse liefern, soll erst spater berichtet werden 


Zusammenfassung. 


Cadmiumchlorid und Calciumchlorid, die sich als Aktivatoren 
der katalytischen Desaminierung von Aminosiuren durch Chinone 
bei Anwesenheit von Sauerstoff sehr wirksam erweisen, sind bei Sauer- 
stoffausschluB und Anwesenheit eines Wasserstoffakzeptors unwirksam. 
obgleich die Desaminierung des Glykokolls auch unter diesen Ver- 
hiltnissen vor sich geht. Bei der katalytischen Desaminierung durch 


Chinone liefert Phenylaminoessigsiure auch bei Sauerstoffausschlub 


Benzaldehyd. 
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XIV. Mitteilung: 


Vergleich zwischen Borat- und Phosphatpufferung bei der oxydativen 
Desaminierung von Aminosiiuren. 


Von 
Karl Sechuwirth. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


K6ln.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Friihere Versuche von B. Kisch! hatten einwandfrei ergeben, dal} 
das Phosphat innerhalb des seinerzeit untersuchten px-Bereiches von 
etwa 7 bis 8 bei den Desaminierungsversuchen mit Chinonen lediglich 
Pufferwirkung besitzt. Es lieB sich schadlos durch Carbonatpuffer 
ersetzen. Neuerdings haben wir bei einem Teil unserer Fermentmodell- 
versuche an Stelle von Phosphatpuffer Boratpuffer verwandt. Auch 
hierbei zeigte sich zundchst eine grundsitzliche Chereinstimmung der 
Ergebnisse bei Verwendung dieser beiden Puffersubstanzen?. Resultate 
einer neueren Arbeit von B. Kisch und K. Schuwirth® gaben jedoch 
deutliche Hinweise dafiir, daB gewisse Unterschiede in der Wirkung 
dieser beiden Puffersysteme auf das Fermentmodell vorhanden sein 
miissen. Denn eine statistische Zusammenstellung unserer Versuchs- 
ergebnisse zeigte, da durchgehends bei sonst ahnlichen Versuchs- 
bedingungen die Ausbeuten an Ammoniak bei unseren Modellversuchen 
unter Verwendung von Boratpuffer gréBer sind als bei Anwendung 
von Phosphatpuffer. Ein einwandfreier Vergleich dieser Zahlen wat 
allerdings gréBten Teils nicht méglich, da sie verschiedenen Versuchs- 
reihen entstammten, und damit auch auBere Faktoren, wie verschiedene 
Liiftung u. a., von EinfluB auf die Ergebnisse sind?. Weiter zeigte sich 
aber unter bestimmten Bedingungen ein grundlegender Unterschied in 
der Beeinflussung der Aminoséiure Katalysagen-Systeme durch die Art 
des Puffers, namlich bei der Anwendung von gewissen Aktivatoren: 
So lieB sich zeigen, daB bei Zusatz von TIC], baw. FeCl, das System 
Glykokoll Oxyhydrochinon unter aeroben Bedingungen bei Phosphat- 
pufferung aktiviert, bei Boratpufferung dagegen nicht aktiviert wurde 


1 B. Kisch. diese Zeitschr. 236, 380, 1931: Fermentforschung 13, 441. 
1932. 2 B. Kisch u. K. Schuwirth, diese Zeitschr. 257, 94, 1933. > Die- 
selben, ebenda 268. 158. 1934. 4 Siehe auch B. Kisch, diese Zeitschr. 
248, 1, 1931. 
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(l.c¢.). Diese Tatsachen erforderten eine genauere Untersuchung wb ® hyd 
die unterschiedliche Wirkung des Borat- und Phosphatpuffers —b: hers 
unseren Fermentmodellversuchen, die ich auf Anregung von Herrn Prot = 
Dr. B. Kisch durchfihrte. Sch 
Uber die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methodik siehe friither bez 
Mitteilungen!. Das zu den Versuchen als Katalysagen verwandte Oxy, 
Tabelle I. 
Versuchstemperatur 40 bis 41°. dal 
sag 
3 : Phosphatpufferung _Boratpufferung 3 gep 
= 32 ; m = fen 8 gro 
z g : Substrat Katalysagen 2 z $ hy E Zz E - erg 
E\5 5 = R27: 3 Die 
Ers 
1 18 Glykokoll Oxyhydrochinon 9,1 80 7,9 91 88 11,5 46 reil 
4 43 ‘ 8,9; 7,8; 11,2 9.0; 8,9; 18,7 22 (s. ' 
5 18 m= 10,1; 9,8; 7,3 | 10,2) 9,8) 7,8 7 Au 
6 | 42 = 10,1; 9,5; 7,0 | 10,2) 9,8| 9,7 39 lege 
8 43 10,1 93 15,9 10,2 10,1 18,7 18 das 
10 | 18 ‘ 10,8 94 10,1 | 10,8, 10,0 15,2 51 lege 
12 | 2l . . 11,6} 10,0 14,8 || 11,6! 9,7) 17,6 19 hye 
13 | 21 i 11,7 | 10,2 | 11,5 || 11,6 | 10,0 | 15,7 41 fiir 
17 Brenzcatechin 8.9| 86, 48] 9,1) 91) 4,7 ~- nie 
184} 17 10,2; 10,1; 3,9 | 10,0; 9,8! 8,0 11 ode 
| 17 ™ . 10,.9' 10,5! 3,0 | 11,0;10,1) 5,4 81 vor 
20 . - 8.9) 83 6,4 9,1; 9,0) 5,5 — 
19; 20 “ 10.2; 9,9; 4,2 1 10,.0'10,0; 89 | 112 
| 20 o oe 10,9/ 10,0; 3,0 | 11,0, 10,3| 4,9 63 
44 ‘i n 891 7,9) 7,51 91) 9,0) 90 20 ; 
| 44 . ; we Ce  ) oe oe oe bes 
20 aS ‘ ‘ " gra 
44 a +5 10,2; 9,5; 5,7 | 10,0) 9,6) 11,7 105 a: 
44 ‘ . 10,9 10,0 4,4 11,0 10,0 80 82 bey 
( 16 Serin Oxghydrochinon) 10,2 93 65 10.1 9.5 104 60 
21 16 ‘s o 11,0; 10,0; 7,0 || 11,0; 10,3; 6,9 _ 
lie) ; : 11,6 10,2 4,0 116 104 5,3. 33 vr 
(9, ¥ 10,2 91 7,5 101 94 102) 36 be 
22 19 . ~ 11,0; 9,3; 8,0) 10,9; 9,8) 7,6 a 
| 19 ‘ ‘ 11.6) 9,5: 6,0 | 11,7) 10,0} 6,5 8 
im) 


| B. Kisch, diese Zeitschr. 242, 1, 1931; Fermentforschung 18, 433. 
1932; B. Kisch u. K. Schuwirth, diese Zeitschr. 247, 371, 1932; K. Schuwirth, 
ebenda 254. 148, 1932. die: 
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hydrochinon war im hiesigen Institut nach den Angaben von J. Thiele! 
hergestellt worden. An Aminosaéuren kamen Glykokoll der Firma Merck 
und d,l-Serin der Firma Hoffmann-La Roche zur Verwendung. Das als 
Wasserstoffakzeptor benutzte m-Dinitrobenzol war von der Firma 
Schuchardt, das Nitroanthrachinon von den |. G. Farbwerken Leverkusen 
bezogen. 


In den ersten Versuchen wurde zunachst einwandfrei ermittelt, 
daB tatsachlich bei gleichem py zweier gleicher Aminosaure Kataly- 
sagen-Systeme unter sonst voéllig gleichen Bedingungen das mit Borat 
gepufferte System gegeniiber dem mit Phosphat gepufferten eine 
gréBere Ausbeute an Ammoniak liefert (s. Tabelle I). Gleichzeitig 
ergab sich auch, daB dieser Unterschied abhangig ist vom py der Ansiitze. 
Dies tritt natiirlich nur bei den Ergebnissen der Versuche deutlich in 
Erscheinung, bei denen Ansatze mit verschiedenem py in einer Versuchs- 
reihe, also unter einwandfrei gleichen Bedingungen durchliiftet wurden 
(s. Tabelle I, Versuch 18 bis 22). Die gréBten Unterschiede in der N H,- 
Ausbeute werden bei einem px von etwa 10 erhalten, wobei wir ge- 
legentlich Unterschiede von 100 bis 110°, beobachteten. Bei einem pu, 
das kleiner ist als 9, ist dieser Unterschied nur gering, ja er kann ge- 
legentlich sogar fehlen. Bei Desaminierung der Systeme Glykokoll Oxy- 
hydrochinon bzw. Glykokoll/ Brenzcatechin liegt augenscheinlich das 
fiir die Desaminierung optimale py bei Phosphatpufferung etwas 
niedriger als bei Boratpufferung. Dieser Unterschied ist weniger deutlich 
oder gar nicht vorhanden bei der Desaminierung von Serin mit Hilfe 
von Oxyhydrochinon als Katalysagen. 


Il. 


Es lag nahe, bei der Erklarung dieser verschiedenen Wirkung der 
beiden untersuchten Puffer zuerst an einen verschiedenen Pufferungs- 
grad der beiden untersuchten Systeme zu denken. Der Pufferungsgrad 
wird zum Teil mitbestiomt durch den Pufferungsgrad der als 
Substrate verwandten Aminosiuren. Da sich deren Konzentration 
aber wahrend des Versuchs andert und dafiir Zwischen- und End- 
produkte auftreten, die zum Teil nur unvollkommen bekannt sind, 
wird das aufgeworfene Problem von der theoretischen Seite gesehen 
vollkommen uniibersichtlich. 

Unsere Angaben iiber das py der Ansitze bezogen sich bisher 
immer auf das bei Versuchsbeginn herrschende py?. Wie sich das 


1 J. Thiele, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 1248. 1898. 2 B. Kisch, 
diese Zeitschr. 263, 98, 1933, S. 103. 





430 K. Schuwirth: 


pu der Ansaitze im Verlauf der Versuche andert, wurde folgende: 
maben ermittelt : 

In den einzelnen Versuchsreihen wurde jeder Ansatz zweimal angesetzt 
Der eine wurde nach Beendigung des Versuchs in der iiblichen Weis: 
mit Kalilauge versetzt und das gebildete Ammoniak abgeblasen 
In dem anderen wurde nach Abkiithlung auf Zimmertemperatu: 
(natirlich ohne vorherigen Laugenzusatz) das pH in der bei un 
iiblichen Weise kolorimetrisch bestimmt. Die Versuchsresultate sind i: 
Tabelle I mit aufgefiihrt. 

Dabei ergab sich zunichst, daB weder die Borat- noch die Phosphat 
pufferung véllig ausreichte, um wahrend der Versuchsdauer das_ ur- 
spriingliche py der Ansatze genau aufrecht zu erhalten. In allen Ver 
suchen war das End-py der Ansatze niedriger als ihr Anfangs-py. Je 
grOBer das Anfangs-py gewahlt wurde, um so gréBer war auch dic 
pu-Verschiebung im Verlauf der Versuche. Ein Unterschied hinsichtlich 
des Pufferungsgrades bei Anwendung beider Puffer zeigte sich insofern, 
als bei Phosphatpufferung die Gesamtpufferung bei niedrigerem py 
(pu <— 10) schlechter war als bei Boratpufferung. Bei py ~ 10 andert 
sich die Wasserstoffionenkonzentration der Ansatze im Versuchsverlauf 
bei Anwendung von beiden Puffern ziemlich gleichartig. Die Anderung 
des py im Versuchsverlauf erklart also nicht die verschiedene Wirkung 
der untersuchten Puffer. Denn es geht ja die verschiedene Wirkung 


der Puffer nicht mit der pu-Anderung parallel. Der Unterschied im 
Pufferungsvermégen der beiden Puffersysteme in Verbindung mit 
Glykokoll bzw. Serin ist da am gréBten, wo die Ausbeuten die 
geringsten Unterschiede zeigen und umgekehrt. Dies zeigen ferner 
deutlich die Versuche mit dem System Brenzcatechin / Glykokoll. 
Bei diesen Versuchen ist die py-Anderung zum Teil sehr gering: 


trotzdem aber zeigt sich eine groBe Steigerung des Umsatzes_ bei 
Boratpufferung. 

Versuche tiber die Ursache der py-Anderung wahrend des Versuchs- 
ablaufs ergaben, daB diese Anderung zur Hauptsache auf die Bildung 
saurer Endprodukte bei der Zerst6érung des Katalysators zuriick- 
zufiihren ist. 


Diese Versuche wurden so vorgenommen, daB in einer Versuchsreihe 
gleichzeitig Réhrehen mit reiner Pufferlésung, soleche mit Pufferlésung und 
Katalysagen und ferner solehe mit Puffer und Aminoséure ohne Gegenwart 
von Katalysagen durchliiftet wurden. Alle Ansaétze hatten zu Versuchs- 
beginn gleiches px und enthielten die untersuchten Stoffe in gleicher Kon- 
zentration wie bei den eigentlichen Desaminierungsversuchen. Dabei zeigte 
sich, daB lediglich in den Fallen, wo die Réhrehen gleichzeitig Puffer und 
Katalysagen enthielten. ein Absinken des px in der GréBenordnung wie bei 
den eigentlichen Desaminierungsversuchen auftrat. In Ubereinstimmung 
damit steht die Beobachtung, daB die pxH-Verschiebung bei verschiedenen 
Versuchen mit gleichem Anfangs-pxH wahrend des Versuchs trotz manchmal 
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recht erheblichen Unterschieden in der Ammoniakausbeute annihernd 
gleich blieb (vgl. z. B. Tabelle I, Protokoll 6 und 8). Diese Ermittlungen 
schlieBen natiirlich nicht aus, daB auch noch andere Momente in geringerem 
MaBe fiir das Absinken des pu der Ansitze waihrend des Versuchs verant- 
wortlich gemacht werden kénnen. 

Die Anderung des pu wahrend des Versuchsablaufs ist in 
qualitativer Hinsicht nur von untergeordnetem Einflu& auf den 
Versuchsablauf. Dies zeigt am eindruckvollsten die Betrachtung 
der Abb. 1 und 2. 

Jede dieser Abbildungen enthalt zwei Kurven: In beiden sind auf 
der Ordinate die in einer Versuchsreihe ermittelten Ammoniakausbeuten 
eingezeichnet. Als Abszissen sind in der einen Kurve die gemessenen 
Anfangs-py-Werte der 
Ansitze, in der anderen 
Kurve die zu Versuchs- 
ende gemessenen  pu- 
Werte der Ansitze ge- 
wahlt. Auf diese Weise 
kommen zwei Kurven 
zustande, die lediglich 
eine geringe, nahezu 


com "50 NH, 


| 
| 
| 
{ 
| 
| 


parallele Verschiebung 
: ee Saree ee Ce 
gegeneinander, aber I 0 1 ‘tp, 
keinen — charakteristi- Abb. 1. Abb. 2. 
schen Unterschied im Ammoniakausbeute in Ab- Ammoniakausbeute in Ab 
. . are : hingigkeit vom Anfangs- hiangigkeit vom Anfangs- 
Verlauf aufweisen. Dar- bzw. End-py der Ansitze. bzw. End-py der Ansitze 
aus ergibt sich zur Erklirung s. Text. System: Erklarung s. Text. System 
: Ce eg ‘ : Glykokoll Brenzeatechin Glykokoll/Brenzeatechin 
Genige, daB die hier Boratpuffer Versuchsdauer Phosphatpuffer. Versuchs- 
: : 4 7 Std., Temperatur 40° auer17Std.,Te ratur : 
mitgeteilte Anderung 17 Std., Temperatur 40°. dauer 17 Std., Temperatur 40 
+ +---- + Anfangs-py +=---+ Anfangs-Dy 
des pu der Ansatze C © End-py. O——O End-py. 
waihrend des Versuchs- 
verlaufs nichts an den Erklarungen andert, die seinerzeit fiir das Zu- 
standekommen des Kurvenverlaufs bei graphischer Darstellung unserer 
Ammoniakausbeuten in Abhangigkeit vom py der Ansitze gegeben 
wurden!, 

Keine der beiden in einer Abbildung gezeigten Kurven gibt natirlich 
den wahren Zusammenhang zwischen Ammoniakausbeute und px der 
Ansiitze wieder, da das py der Ansatze wihrend der Versuchsdauer 
nicht konstant bleibt. Dem wahren Reaktionsablauf diirfte vielmehr 
eine Kurve entsprechen, die annaihernd zwischen den beiden jeweils 
gezeichneten Kurven liegt. 


1 B. Kisch u. K. Schuwirth, diese Zeitschr. 247, 371, 1982. 
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Da es somit ausgeschlossen war, daB die pu-Anderung unser 


Reaktionsgemische allein die Ursache fiir die verschiedenen quantita 
tiven Ergebnisse bei der untersuchten oxydativen Desaminierung vo) 
Aminosauren mit Hilfe des Chinonfermentmodells bei Anwendung vo: 
Phosphat- bzw. Boratpufferung sein kann, untersuchte ich weiterhi: 
die Méglichkeit einer aktivierenden Wirkung des Boratpuffers aut 
unsere Systeme. 

Bereits in friiheren Mitteilungen! konnte gezeigt werden, dal 
eine Reihe von Metallsalzen bei aerober Desaminierung von Amino- 
sduren eine aktivierende Wirkung auf das Chinonfermentmodell ausiiben 
kann. Es ergab sich dabei, daB die Wirksamkeit dieser Salze von de1 
Art des Metalls, nicht aber vem Anion abhangt. Allerdings waren dik 
seinerzeit angewandten Konzentrationen kleiner (bis héchstens etwa 
m 1000) als die der bei unseren Versuchen zu Pufferungszwecken ver- 
wandten Borate bzw. Phosphate (etwa m/40 bis m 30). 

In der letzten Mitteilung nun konnten B. Kisch und U. Hecht? 
zeigen, da die unter aeroben Verhaltnissen wirksamen Aktivatoren der 
katalytischen Aminosiuredesaminierung CdCl, und CaCl, ihre Wirkung 
als solche verlieren, sobald man den Desaminierungsvorgang unter 
anaeroben Bedingungen bei Gegenwart eines geeigneten Wasserstoff- 
akzeptors vor sich gehen laBt. Der eigentliche Desaminierungsvorgang 
wird dadurch nicht wesentlich beeintrachtigt, obschon die sonst gleich- 


Tabelle LI. 
Versuche unter anaeroben Bedingungen bei Gegenwart von 
Wasserstoffakzeptoren. 
Substrat: Glykokoll; Katalysagen: Oxyhydrochinon; Versuchstempera- 
tur: 40°. 





Phosphat Borat 


Dauer 


in Std. Wasserstoffakzeptor 


Anfangs- Ausbeute in “Anfangs- Ausbeute in 
Pu eem n/5U NH, PH eem n/50 NH, 
21 m-Dinitrobenzol 10,2 6,0; 6,2 10,2 6,5; 6,1 
15 * 10,8 | 15,4; 15,2 10,9 15,5; 16,0 
17 - 10,9 | 10,7; 10,2 10,9 11,0; 10,5 
20 | Nitroanthrachinon 10.2 | 2,9; 2,6 10,3 8,2; 2.8 
18 102 | 35; 32 | 103 38; 29 


' B. Kisch, diese Zeitschr. 242, 21, 1931; 263, 98, 1933; B. Kisch u. 
K. Schuwirth, ebenda 268, 195, 1933; 268, 158, 1934. — ? B. Kisch u. 
U. Hecht, ebenda 271, 424, 1934. 
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zeitig stattfindende Decarboxylierung des Substrats, wie Versuche von 
B. Kisch und St. Stutzke! ergaben, unter diesen Bedingungen nicht 
stattfindet. Aus dem Fehlen der Aktivatorwirkung sonst wirksamer 
Aktivatoren unter den oben angegebenen Bedingungen konnten B. Kisch 
und UU’. Hecht (1. c.) gewisse Schliisse tiber den Wirkungsmechanismus 
der Fermentmodellaktivatoren ziehen. 

Bei Anwendung der von B. Kisch und U. Hecht (1. c.) gewahlten 
Versuchsmethodik ergab sich mir fiir den Vergieich zwischen Borat- 
und Phosphatwirkung auf das Chinonfermentmodell folgendes: Arbeitet 
man unter anaeroben Bedingungen und verwendet man m-Dinitro- 
benzol oder Nitroanthrachinon als Wasserstoffakzeptor, so fallen im 


Gegensatz zur Desaminierung unter aeroben Bedingungen die Ammoniak- 


ausbeuten bei Verwendung von Phosphat- und Boratpufferung bei 
gleichem Anfangs-py vdllig gleich aus (s. Tabelle Il). Die bei aerober 
Desaminierung beobachtete Steigerung der Ausbeute durch Boratpuffer 
fallt weg. Dieser Unterschied zwischen den Ergebnissen bei aerober 
und anacrober Desaminierung liegt, wie durch Kontrollproben ermittelt 
wurde, nicht etwa an einer hemmenden Wirkung des m-Dinitrobenzols 
bzw. Nitroanthrachinons auf den Reaktionsablauf bei Boratpufferung. 
Denn auch bei Gegenwart von m-Dinitrobenzol bzw. Nitroanthrachinon 
bekommt man bei gleichzeitiger Sauerstoffdurchstr6mung der Ansatze 
yenau wie bei den Versuchen ohne Gegenwart eines der genannten 
Wasserstoffakzeptoren bei Boratpufferung héhere Ausbeuten an 
Ammoniak als bei Phosphatpufferung. Dies steht in vélliger Cberein- 
stimmung mit bereits friiher von mir mitgeteilten Versuchsergebnissen, 
nach denen m- Dinitrobenzo! keinen EinfluB auf den Ablauf der anaeroben 
Desaminierung bei unseren Versuchen hat. 

Aus der Tatsache, da® die Boratwirkung nicht durch den Pufferungs- 
grad gedeutet werden kann und daB sie ahnlich wie die Wirkung von 
Metallsalzaktivatoren unter anaeroben Bedingungen fehlt, kann man 
vermuten, daB bei der Beeinflussung der katalytischen Desaminierung 
der Boratwirkung neben ihrer Pufferwirkung wahrscheinlich auch eine 
Wirkung als Aktivator zukommt, ahnlich wie gewissen Metallsalzen?. 
Diese Auffassung wird noch bestarkt dadurch, da®B bereits friiher von 
B. Kisch* beobachtet wurde, daB Borate die Atmung iiberiebenden 
Gewebes ahnlich wie Salze dreiwertiger Kationen steigern. 


' B. Kisch u. St. Stutzke, diese Zeitschr. 259, 455, 1933. 2K. Schu- 
wirth, ebenda 254, 148, 1932. 3 DaB etwaige Spuren von Ver- 
unreinigungen unseres ,,analysenreinen** Borpraparats eine Rolle spielen, 
ist kaum anzunehmen. Fe und Cu scheinen nach noch unveréffentlichten 
Versuchen von B. Kisch und Hecht auch bei Sauerstoffabschlu aktivierend 
zu wirken. DaS nicht etwa Ca-Salzspuren mitwirkten, haben wir experi- 
mentell festgestel!t. 4 B. Kisch, diese Zeitschr. 235, 35. 1931. 
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Zusammenfassung. 

1. Ein Vergleich des Einflusses der Phosphat- und Borat pufferu: 
auf das Chinonfermentmodell ergab, daB unter sonst gleichen aerol 
Bedingungen bei Boratpufferung stets gréBere Ausbeuten an Ammonia! 
erzielt werden als bei Phosphatpufferung. 2. Die Pufferung der zu) 
Desaminierung kommenden Systeme reicht nicht aus, um bis zum End: 
des Versuchs das Anfangs-pxy genau aufrecht zu erhalten. Diese py-Ve1 
schiebung erklart aber nicht den oben besprochenen Unterschied in d 
Wirkung der Puffer. Auch wird durch diese Feststellung nichts a) 
unseren Vorstellungen tiber die Art des py-Einflusses auf den Reaktions 
ablauf geandert, da die auf Grund des End-py gezeichneten Reaktions 
kurven bei gleichartigem Verlauf nur einen geringen Unterschied 
gegeniiber den auf Grund des Anfangs-pu- gezeichneten zeigen. 3. Durch 
Versuche unter anaeroben Bedingungen bei Gegenwart von m- Dinitro 
benzol bzw. Nitroanthrachinon als Wasserstoffakzeptor wurde mit 
groBer Wahrscheinlichkeit gezeigt, da das Borat neben seiner Puffer- 
wirkung auch noch eine Aktivierung des Chinonfermentmodells bewirkt 
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Uber die Rolle des Eisens bei der Gilykolyse tierischer Gewebe. 
Von 
Fritz Zuekerkandl, Walter Fleischmann und Gerhart Drucker. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 24. Mai 1954.) 


Warburg! hat als erster festgestellt, dal bei der alkoholischen 
Garung und Glykolyse ahnlich wie bei der Atmung ein Schwermetall 
als Katalysator interveniere. Dieser Befund wurde von anderen Autoren 
(Hecht und Eichholtz*, Lipmann®, Schoeller und Gehrke 4) wiederholt 
bestatigt. Die Versuche lieBen jedoch die Frage offen, um welches 
Schwermetall es sich dabei handle und wie dieses Schwermetall ge- 
bunden sei. Lipmann halt den Katalysator der Glykolyse fiir hamin- 
artig gebundenes Hisen, wahrend Fichholtz hierfiir Kupfer annimmt. 
Dem einen von uns® ist es gelungen, den Nachweis zu fiihren, daB es 
sich bei der alkoholischen Garung durch Hefe um Fisen als Katalysator 
handelt, und zwar bildet hierbei méglicherweise die Ferroform die 
aktive Stufe. Der Nachweis konnte in folgender Weise erbracht 
werden: 


x, x'-Phenanthrolin bildet mit zweiwertigem Eisen auBerst bestandige 
Komplexverbindungen, die weder durch Alkalien, Schwefelalkalien noch 
verdiinnte Sauren angegriffen werden. Sogar gegen Oxydationsmittel ist 
es resistent. Das dem x, «’-Phenanthrolin chemisch nahestehende x, /}’- 
Phenanthrolin bildet hingegen keine Komplexverbindung. Wird nun zu 
girender Hefe x, x'-Phenanthrolin zugesetzt, so wird hierdurch die Garung 
gehemmt; hingegen laBt x, 2’-Phenanthrolin die Géarung unbeeinfluBbt. 
DaB es sich hierbei nicht um die Wirkung eines unspezifischen Zellgiftes 
handelt, zeigten Atmungsversuche, bei denen nur eine geringfiigige Hemmung 
der Atmung durch x, «’-Phenanthrolin auftrat. Die Hemmung der Garung 
durch das eisenkomplexbildende x, «’-Phenanthrolin, die UnbeeintluBbarkeit 
der Gaérung durch das nichtkomplexbildende «, /’-Phenanthrolin scheinen 
zu beweisen, daB tatsachlich die Festlegung des EKisens die Garung aufhebe 
und daB daher das Eisen ein notwendiger Bestandteil der Holozymase sei. 
Ferner konnte gezeigt werden, daB Phenanthrolin auf hdminartig gebundenes 
Eisen nicht einwirkt und da daher die in der Hefe enthaltenen Hamin- 
Eisenverbindungen durch das Phenanthrolin nicht angegriffen werden 
konnen. Es miissen daher andere Eisenverbindungen bei der alkoholischen 
Garung im Spiele sein, méglicherweize handelt es sich um irgendwelche 
organische Eisen-Phosphorséure-Komplexverbindungen. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. IS9, 354, 1927. 2G. Hecht u. F. Eich 
holtz, ebenda 206, 282, 1929. 3 FE. Lipmann, ebenda 206, 171, 1929. 


1 W. Schoelleru M. Gehrke, Klin. Wochenschr. 1930, S. 1129. 5 F. Zucker- 
kandl u. L. Messiner-Klebermass, diese Zeitschr. 261, 55, 1933. 
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Es schienen somit in der Hefe zwei chemisch verschiedene Eise: 
systeme vorhanden zu sein, namlich das Hadminsystem, das die Atmun 
katalysiert, und andersartig gebundenes Eisen, das auf die Gdrung einwirkt 

Es schien uns nun wichtig, zu untersuchen, ob auch die Glykol ys 
bei tierischen Geweben denselben Gesetzmabigkeiten folgt, d.h. auc! 
eine Eisenkatalyse ist. Wir haben zu diesem Zwecke Gewebsbrei von 
Nieren, Lebern und Gehirn mit %, «’- Phenanthrolin versetzt und konnten 
ebenso wie bei der alkoholischen Garung eine weitgehende Hemmung 
der Glykolyse beobachten. Gegeniiber den Kontrollen war die Neu 
bildung von Milchséure nach Zusatz des Phenanthrolins entweder Null 
oder nur eine geringe, und ebenso wie bei der alkoholischen Garung hatte 
das «, B’-Phenanthrolin auf die Glykolyse gar keinen EinfluB. Atmungs- 
versuche zeigten nur eine geringe Hemmung durch «, «’-Phenanthrolin 
Wir haben uns auch davon iiberzeugt, daB durch das x, «’- Phenanthrolin 
in den angewandten Konzentrationen keine allgemeine Zellschadigung 
eintritt: die Vitalitaét von Leukocyten mittels der Vitalfarbung mit 
Neutralrot! beurteilt blieb in Phenanthrolinlésungen intakt. 

Es scheint hiermit der Nachweis erbracht zu sein, daB auch bei 
der Glykolyse nicht himinartig gebundenes Eisen als notwendiger Kata- 
lysator fungiert, zumindest bei Nieren-, Leber- und Gehirngewebe. 

Befunde von Ustvedt®, der bei Blut und Muskelextrakt keine Hemmung 
der Glykolyse durch «, x’-Phenanthrolin beobachten konnte, scheinen 
allerdings dafiir zu sprechen, daB es im tierischen Organismus noch ein 
zweites glykolytisches System in manchen Organen gibt, das von der 
Mitwirkung eines Eisenkatalysators unabhangig ist. 


Versuche, 


Die Glykolyseversuche wurden folgendermaBen angestellt: Die frisch 
entnommenen Rattenorgane (Nieren, Leber, GroBhirn) wurden rasch mit 
der Schere feinst zerteilt. Die Versuchslésungen waren entweder 0,9 °jige 
Kochsalzlésung oder isotonischer Phosphatpuffer (px 7), in denen die 
angegebenen Mengen von Phenanthrolin gelést wurden. Zur Kontrolle wurden 
anniihernd gleiche Mengen Gewebsbrei (0,5 bis 0.7 g) in Lésungen ohne 
Phenanthrolinzusatz suspendiert und Versuch- und Kontrollansatze 1 bis 
2 Stunden im Brutschrank belassen. SchlieBlich wurde zur Ermittlung 
des Ausgangswertes eine Gewebsprobe ebenfalls in 0.9 °,iger Kochsalzlésung 
oder Phosphatpuffer suspendiert, und sofort mit dem gleichen Volumen 
10°,iger Na-Metaphosphatlésung gefallt. 

Die Bestimmung der Milchsdure erfolgte nach Dische und Laszlo?. 
Auf Vorsehlag von Dische wurde zur Erhéhung der Genauigkeit die Be- 
stimmung der Milchséiure nicht unter Zusatz von Kupfersulfat, sondern 


1 Vgl. W. Fleischmann u. K.F. Pollaczek, Klin. Wochenschr. 1931, 
S. 1808. — 2? H. J. Ustvedt, diese Zeitschr. 265, 154, 1933. — * Z. Dische 
u. D. Laszlo, ebenda 187, 344, 1927. 
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im Gegenteil nach Entfernung der Kupferspuren. die nach der Kupfer- 
Kalkfallung in der Lésung zuriickbleiben, ausgeftihrt. Dadureh wird die 
EKigenfarbe der Reaktionsfliissigkeit, die auf das Kupfer zuriickzufiihren 
ist, beseitigt. Dies wurde in der Weise bewerkstelligt, da durch das 
mit einem Tropfen konz. Schwefelsiure angesiuerte Zentritugat von der 
Kupfer-Kalkfallung einige Minuten Schwefelwasserstoff geleitet wurde. 
Der Niederschlag von Kupfersulfid wurde abzentrifugiert und einige 
Minuten zur Vertreibung von Schwefelwasserstoff Luft durchgeleitet. 


In Tabelle I sind die Resultate auszugsweise niedergelegt. 


Tabelle I. 





«,e'-Phenan- «,3’-Phenan- | Milehsiure 
Organ Versuchslésung throlin “ throlin oom on. Hemmung 
mg mg g Gewebe 0 
Niere A NaCl 3 cem - 1,02 
> os Sa _— 1,54 
<2. 9 ee a 4,5 - 1,26 54 
V a 9.0 = 1.00 100 
A ie — a 1,12 
K 3 — 1,62 
V aoe 9 — 1,27 70 
¥ a a 6,0 1,60 0 
A a Be _ _ 1.14 
| a — — 1,69 
ae) | ae. 7 oe 13,5 - 1,28 75 
ae Phosphat 3cem — 0,87 
” K ” 3 = — 1.20 
ae ‘ oS 6.0 _ 0.96 73 
ef ee “= 1,27 
k a - 1,71 
re * ie 8,0 - 1,27 100 
A NaCl 4 cem . _ 0,91 
K ey MEN — 1,31 
> oe 4, 6.0 -— 1,13 46 
ee i ee 6,0 1.33 0 
v 4 8,0 — 111 Bn 
Hirn A , = - 1,22 
Pr 5 1,48 
ae - © % 9,0 1,22 100 
af We ies: ee - 6,0 1,53 0 
A 3 + . 0.51 
oe ee lee - . 0.58 
V ee ae 9,0 - 0.51 100 
Leber A om — 1.14 
3°. ee « 4 - 1.66 
ot ae ee 12,0 1,20 89 
A Phosphat 4 ccm — 0.96 
. § . .. —- 1,44 
~ ¥ i. 12,0 _ 0,96 100 


A Ausgangswert, A Kontrolle, 1 = Versuch. 
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Die Atmungsversuche wurden nach der Warburgschen manometrisc}\ 
Methode durchgefiihrt; in Je 5cem Warmbliiterringerl6sung wurde 0, | 
Gewebe suspendiert. Die Loésungen von x, «’-Phenanthrolin in Ringe: 
losung wurden jedesmal unmittelbar vor Versuchsbeginn frisch bereitet 
Die Resultate sind auszugsweise in Tabelle Il niedergelegt. 


Tabelle II. 





—_— Phenanthrolin Yugo, mit Wuy,, ohne Hemmung 
mg in ocem Phenanthrolin Phenanthrolin 
Se Er Or eae 10 10 —12 17 
i dant Raaldel take nee 7 — 10 — 10 0) 
RIOD acs oe Seats 10 — 7 — gy 22 
7 in g 10 10 


Zusammenfassung, 


1. Ebenso wie bei der alkoholischen Garung hemmt x, x’- Phenanthro- 
lin die Glykolyse in Nieren-, Leber- und Hirngeweben von Ratten 
x, '-Phenanthrolin ist ohne EinfluB auf die Glykolyse. 2. 2, «’- Phenan 
throlin bildet mit zwetwertigem Hisen auBerst bestindige Komplex- 
verbindungen: x, f’-Phenanthrolin bildet hingegen keine Komplex- 
verbindungen. Die Hemmung der Glykolyse durch das eisenkomplex- 


bildende x, «'-Phenanthrolin, die UnbeeinfluBbarkeit der Glykolysc 


durch das nicl.t komplexbildende x, p’-Phenanthrolin’ scheinen zu 


beweisen, dab tatsaichlich die Festlegung des Eisens die Glykolyse 


aufhebt und daB daher das Eisen ein notwendiger Bestandteil des glyko- 
lytischen Systems ist. 3. Ba im Gewebe vorhandenes Hamineisen durch 
Phenanthrolin nicht angegriffen wird, miissen daher andere Eisen 
verbindungen im Spicle sein: es scheinen somit wie bei der Hefe auch in 
den von uns untersuchten tierischen Geweben zwei chemisch ver 
schiedene Eisensysteme vorhanden zu sein, namlich das Haminsystem. 
das als Atmungskatalysator wirkt, und andersartig gebundenes Eisen, 
das auf die Garung einwirkt. 4. Die Atmung der von uns untersuchten 
Gewebe wird durch x, z'- Phenanthrolin nur in geringem Mabe gehemmt. 
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Zur Kenntnis der Asymmetrasenwirkungen des Emulsins '. 


Von 
L. Rosenthaler. 


(Eingegangen am 24, Mai 1934.) 


Wahrend die von mir entdeckte synthetisierende Asymmetrasen- 
wirkung des Emulsins von mehreren Forschern nachgepriift und er- 
weiternd bearbeitet worden ist, so zuletzt von H. Albers und Mit- 
arbeitern®, hat die spaltende Asymmetrasenwirkung des Emiulsins, 
die zuerst von K. Feist? beschrieben wurde, weniger Beachtung ge- 
funden. Zur Aufklarung dieser Seite der Emulsinwirkung sind deshalb 
weitere Versuche erforderlich. Uber einige solche sei im folgenden 
berichtet. 

K. Feist hatte gezeigt, daB inaktives Mandelsaurenitril, dureh das 
man bei Gegenwart von Emulsin Luft hindurchleitet, infolge asymmetrischer 
Aufspaltung linksdrehend wird. Ich selbst habe dann gefunden, daB dieselbe 
Erscheinung eintritt, wenn man dem Svstem inaktives Mandelsaurenitril 

Emulsin Nickelformiat 4 oder noch besser Nickelearbonat® zusetzt. 
Kine asymmetrische Aufspaltung tritt, wie HE. Nordefeldt® mitgeteilt hat. 
ohne die vorher genannten Hilfsmittel in einem System Oxynitril—Emulsin 

Wasser Weingeist-Acetat puffer ein. Doch sind die so entstehenden 
Drehungen verhaltnismaBig gering. 

Es muB das letzte Ziel aller auf diesem Gebiete auszufiihrenden 
Arbeiten sein, den wirksamen Emulsinbestandteil zu isolieren und seine 
Struktur klarzulegen. Die zunachst mitzuteilenden Versuche, denen 
noch weitere folgen sollen, mégen als Orientierung in dieser Richtung 
gewertet werden. 

I. 

Eine erste Versuchsreihe unter Anwendung von 1 g Emulsin -Werch 
und 2g inaktivem Mandelsadurenitril sollte die optimalen Bedingungen 
bei der Anwendung von Nickelcarbonat (Menge, Zeit) ermitteln. 

Aufarbeitung, wie immer in analogen Fallen, durch Ausathern, Ver 
dunstenlassen der mit wasserfreiem Natriumsulfat getrockneten atherischen 
Lésung und Priiftung der athylalkoholischen Lésung des Riickstandes im 
Polarisationsapparat. Die Versuche, ausgefiihrt in einer zwei StoBe in det 
Sekunde machenden Schiittelmaschine, ergaben bei Wiederholungen uber 
einstimmende Ergebnisse. 


' Vorhergehende Arbeit tiber diesen (regenstand siehe diese Zeitschr. 
235, 227, 1931. > Dies? Zeitschr. 255, 44, 1932; 269. 14, 26, 35. 43. 
1934. 3 Arch. f. Pharmaz. 247, 226, 1909; 248. 101, 1910. ' Diese 
Zeitschr. 26, 8, 1910. 5 Ebenda 235, 231. 1931. i Ebenda 137. 489, 1923. 





440 


L. Rosenthaler. 








Menge des ° : Menge des : 

pat se aan Zeit Linksdrehung I tl el Zeit Linksdre| 
g Std Grad g Std. Grad 
0 2 0,25 2 2 1,30 
| If, 1,0 4 2 0,90 
I 2 1,0 4 5 0,70 
1 4 1,0 0,2 4 0,40 
1 8 1,0 0,5 4 0,75 
l 22 1,0 

Il. 


Eine zweite Versuchsreihe sollte priifen, inwieweit Nickelcarbonat 


durch andere Carbonate ersetzt werden konnte. 
0,5 g Carbonat bei vierstiindigem Schiitteln. 


Angewandt wurden j: 
In den Fallen, in denen 


das Ergebnis zweifelhaft war, wurde das Nitril noch durch Verseifen 


mit Salzsiure in die starker drehende Mandelsaure tibergefiihrt. 








Linksdrehung Rechtsdrehung Linksdrehung Rechtsdrehung 
Carbonat des Nitrils der Mandelsaure | Garbonat des Nitrils der Mandelsiure 
Grad Grad Grad Grad 
Calcium Spuren 0,6 Blei 0,2 
Barium ‘ 0,25 Kupfer 0,6 
Magnesium 0 0 Cadmium Spuren 0,5 
Zink Spuren 0,5 Wismut yi 0,4 
Kobalt 1,0 





Il. 

In einer dritten Versuchsreihe habe ich, veranlaBt durch die 
Hypothese von H. Albers und H. Albrecht!, die die Anwesenheit von 
zwei Aminogruppen im Molekil der Oxynitrilese annehmen, meinen 
friiheyen Versuch? tiber die EKinwirkung von Phenol auf die Oxynitrilese 
auf mehrwertige Phenole ausgedehnt. Nach mehrstiindiger Einwirkung 
von 0,5 g des Phenols auf die Lésung von 0,5 g Emulsin Werck in 50 ¢ 
Wasser wurde die synthetisierende Wirkung des Emulsins nur durch 
Hydrochinon aufgehoben, wahrend 
Brenzeatechin und Pyrogallol die Wirkung nicht oder nur wenig beein- 
fluBten. Nach Einwirkung von je 2,5 g Resorcin und Pyrogallol war 
die synthetisierende Wirkung nicht mehr zu beobachten. Sie trat 


Orcin, Phloroglucin, Resorcin, 


aber bei Resorein — mit Pyrogallol wurde der Versuch nicht gemacht 

in vollem Grade ein, wenn das Resorein vor Zusatz von Benzaldehyd 
und Blauséure durch Ausathern entfernt wurde. 

- * Ebenda 17, 260, 1909, 


! Diese Zeitschr. 269, 51, 1934. 
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Eigenschaften der Peroxydase bzw. ihrer Eisenkomponente. 
Von 
Fr. Axmacher und H. Oelbraecht. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Medizinischen Akademie 
Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1954.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wahrend Willstdtter und Stoll! in ihrer ersten Veréffentlichung keine 
Parallelitat zwischen Aktivitéat und Gesamteisengehalt gereinigter Per- 
oxydase fanden, ergab sich nach Kuhn, Hand und Florkin® eine allerdings 
nicht strenge Parallelitaét zwischen Haimingehalt und Aktivitat. Neuerdings 
widersprechen H/liott und Kellin® den Feststellungen der letztgenannten 
Autoren. Auch Wieland und Sutter* ziehen auf Grund ihrer Versuche die 
peroxydatische Wirkung als Schwermetallkatalyse in Frage. Zeile® 
betrachtet die Rolle des Hamineisens als erwiesen und folgert aus der von 
Wieland und Sutter festgestellten Nichthemmbarkeit durch Kohlenoxyd. 
da®B im Peroxydaseenzym dreiwertiges Eisen vorliegen miisse. 

Wir haben die Frage erneut geprift und glauben fiir das Vor- 
kommen von dreiwertigem Eisen in der Peroxydase dadurch Anhalts- 
punkte gewonnen zu haben, da wir den EinfluB gewisser Reagenzien 
auf den enzymatischen ProzeB untersuchten, die zum Teil bei der 
katalytischen Wirkung des Hamins von anderer Seite (s. unten) als 
spezifisch bedeutungsvoll erkannt wurden. Es erschien uns winschens- 
wert, dem Reinheitsgrad des Enzyms und den besonderen Eigen- 
tiimlichkeiten der mannigfachen Peroxydasesubstrate Rechnung zu 
tragen, indem wir einerseits ein gewohnliches Peroxydasepraiparat und 
ein 17mal aktiveres verglichen, andererseits Leukomalachitgriin und 
Pyrogallol als Substrat wahlten. 


Experimenteller Teil. 

I. Methodik. Die Peroxydase wurde nach Bach und Chedat® durch 
Auspressen zerkleinerter Meerrettichwurzeln und fraktionierte Fallung mit 
Alkohol gewonnen. Um zu einem aktiveren Priiparat zu gelangen, gingen 
wir nach Willstdtter und Stoll? vor: Die gleiche Menge Meerrettich wird in 


1 PR, Willstdtter u. A. Stoll, Ann. Chem. 416, 20, 1918, und zwar SS. 25 


27. 2 R. Kuhn, D. B. Hand u. M. Florkin, Naturwiss. 19, 771, 1931; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 255, 1931. 3K. A.C. Elliott u. D. Kellin, 
Proc. Rey. Soc. London B. 114, 210, 1934; ref.: Chem. Centralbl. 1984, 1, 
L505. 1H. Wieland u. H. Sutter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 1060. 
1928; ref.: Ronas Ber. 46, 773, 1928. 5 K. Zeile, Ergebn. d. Physiol. 35, 
498, 1933. - § 4, Bach u. R. Chodat, Abderhaldens Handb. d._ biol. 
Arbeitsmethod. IV, 1, 332, 1925. 7 Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 1, 376. 


Biochemische Zeitschrift Band 271. 29 
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Scheiben geschnitten 5 Tage in flieBendes Leitungswasser gebracht. Nax 
Absaugen wird der Riickstand in 4°/,,iger Oxalsiure digeriert (5 Stunder 
mit der Maschine zerkleinert und mit 6 Liter Wasser versetzt. Nach A 
saugen wird mit 1°/,,ige Oxalsaure gewaschen und abgesaugt. Der Riicksta: 
wird mit halbgesattigter (Zimmertemperatur) Barytlauge erneut digerie: 
“nd abgepreBt. Wiederholung des Verfahrens mit gesittigter Barytlaug 


(1.5 Liter) ergibt sehlieBlich etwa 1,5 Liter PreBsaft, in welchem Bary 


durch CO,-Sattigung gefallt wird. Zugabe von °/;, Volumen 96° ige: 
Alkohol und Filtrieren durch Glaswolle, Einengen im Vakuum auf 450 cer, 
Abzentrifugieren und zur tberstehenden Lésung fiinffaches Volume: 


96° igen Alkohols. Der Niederschlag wird abgesaugt. Trocknung und 


Aufbewahrung der Niederschlige jeweils im Vakuumexsikkator  iibe 
Schwefelsaéure. 

Die Bestimmung der Peroxydasewirkung erfolgte mittels de 
Pyrogallolmethode von Willstitter und Stoll', Das Pyrogallol war ein 
Handelspraparat: in der Hauptsache jedoch benutzten wir die Leuko 
malachitgriinmethode von Willstatter und Weber? *. Zu erganzen ist 
daB die Ausitherung bei der Pyrogallolmethode keine anderen Wert: 
liefert als die direkte kolorimetrische Bestimmung in wasseriger Lésung 
Die Ansitze wurden folgendermaBen zusammengestellt: 


Ansatz Leukomalchitgriinmethode : Ansatz Pyrogallolmethode : 
25 cem gesattigtes Leukomalachitgriin 20 ecem 0,25° iges Pyrogallol 
in n/20 Essigsaéure L » 005% H,O, 


1 ,, 0,083 n Acetat 
1 » HQ, (1,8. 10-* mol.) 


Die Zusitze erfolgten jeweils in neutralisierter Lésung. 


II. Wertbestimmung der Enzymprdparate. Die beiden Fallungen nach 
Bach und Chodat (s. 0.) liefern je etwa 10 g¢ Trockenprodukt (A, bzw. A,), 
d.h. etwa 0.8 °,, des Ausgangsmaterials. Die Ausbeute bei dem Verfahren nach 
Willstdtter und Stoll betrug 2,0 g, d. h. etwa 0,4°/o,iges Trockenprodukt (WW). 
1 mg Enzympraparat W bildet unter iiblichen Bedingungen 0,9 mg Malachit- 
griin, ‘die 17.0mg Purpurogallin entsprechen; das Praparat enthalt dem- 
nach 0,017 Peroxydaseeinheiten pro mg. Img Enzympraparat A, bildet 
unter gleichen Bedingungen 0,053 mg Malachitgriin, entsprechend 1 mg 
Purpurogallin = 0,001 P.-E./mg Ferment. Praparat A, ist etwa von 
gleicher Aktivitat. 

III. EinfluB von anorganischen bzw. aliphatischen Kom ple xbildnern 
auf die Peroxydasewirkung. Es wurden untersucht rotes und gelbes 
Blutlaugensalz, Pyrophosphat, Oxalséiure und Rhodankalium, die 
unseres Wissens bisher nicht gepriift wurden; zum Vergleich wurde die 
bekannte Wirkung der Blauséure herangezogen. 

Ferrocyankali bildet bekanntlich mit dreiwertigen Fe-Salzen Berliner 
Blau, Ferricyankali mit zweiwertigem Eisen Turnbulls Blau. Rhodankali 
1 Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 1, 379. — ? Ebenda 1, 380. 

* Die Darstellung des Leukomalachitgriins erfolgte nach O. Fischer, Ann. 
Chem. 206, 83, 1881; 217, 250, 1883; zitiert nach Gattermann, Prax. org 
Chem., 22. Auflage, S. 311. 
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bildet mit dreiwertigem Eisen rote Eisenrhodanidsalze, die nach Rosenheim, 
Roehrich und Trewendt! ebentalls komplex zu formulieren sind. Pyro- 
phosphat wurde mehrfach schon zur Untersuchung einer traglichen Schwer- 
metallwirkung benutzt, erinnert sei an die Hemmung der Autoxydation 
von Cystein durch Pyrophosphat, die Sakuma*? nachwies; mit Riicksicht 
auf einen unten mitgeteilten Refund sei erwahnt, daB Spoehr® gerade die 
komplexe Verbindung mit Eisen bei der Zuckeroxydation katalytisch 
wirksam fand. Aliphatische Mono- bzw. Dicarbonsiéuren u. a. auch Oxal- 
stiure sind ebenfalls als Schwermetallkomplexbildner bekannt, wobei noch 
Hydroxyl- und Aminogruppen zu beriicksichtigen sind‘. 

Die Ergebnisse unserer Versuche, bei denen Leukomalachitgriin 
als Substrat diente, und die hemmende Wirkung von Ferrocvankali, 
Rhodankali und (vergleichsweise) : 1X 
‘ . : ye oC ae a 
Cyannatrium bei dem Praparat A, 








festgestellt wurde, finden sich in’ $ 
Abb. 1. : 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Menge des gebildeten Malachitgriins im Menge des gebildeten Malachitgriins im 
Vergleich zur Kontrolle; Praiparat: 4, Vergleich zur Kontrolle; Priparat: W 
(12 mg Ansatz). (0,6 mg Ansatz). 
e @ Kaliumferrocyanid. e @ Kaliamferrocyanid. 
° Oo Rhodankali. ° © Rhodankali 
Natriumeyanid. : + Natriumeyanid. 


Es zeigt sich, daB die hemmende Grenzkonzentration all der 
genannten Schwermetallkomplexbildner tiberraschenderweise bei etwa 
1 — 2.10-4 mol. liegt: als Vergleich diente jeweils ein Ansatz ohne 
Hemmungskérper, wobei die etwaige Eigenfarbe durch die Kompensa- 
tionseinrichtung des Kolorimeters (£. Leitz) ausgeglichen wurde. Die 
Wiederholung dieser Versuche mit einem 17fach aktiveren Ferment- 
praparat (IV) ergab die in Abb. 2 dargestellten Resultate. 


1 4. Rosenheim, E. Roehrich u. L. Trewendt, Zeitschr. f. anorg. Chem. 


207, 97, 132; ref.: Chem. Centralbl. 1982. II, 2306. ~ 2% Sakuma, diese 
Zeitschr. 142, 68, 1923. — % Spoehr, J. amer. chem. soc. 46. 1494; ref.: 
Chem. Centralb]. 1924, III, 937. — * N. J. Harrar u. F. E. E. Germann, 


J. of physiol. chem. 36, 688, 1932; ref.: Chem. Centralbl. 1982, I, 3378; 
W.W. Treadwell u. W. Fisch, Helv. chim. Act. 18, 1219, 1930; ref.: Chem. 
Centralbl. 1931, I, 1424; C.V. Smythe u. C. L. A. Schmidt, Proc. soc. 
exp. biol. med. 27, 271, 1930; ref.: Chem. Centralbl. 1930, II, 221. 
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Demnach ist die Empfindlichkeit gegentiber dem Blutlaugensa 
gestiegen, weniger stark gegeniiber NaCN, wahrend die Resiste: 
gegen KCNS gerade in héheren Konzentrationen zugenommen hat 
Bemerkenswert ist eine geringfiigige Foérderung der peroxydatisch« 
Wirkung durch kleinste Mengen Ferrocyankali. Mit Riicksicht auf diese; 
Punkt sei folgendes iiber das Verhalten des Leukomalachitgriins bzw 
des Pyrogallols gegentiber den schwermetallhaltigen Zusatzen mit 
geteilt: Pyrogallol wird bereits bei Gegenwart von H,O, und Blut 
laugensalz nicht unerheblich oxydiert, Leukomalachitgriin in wesentlic! 
verringertem Mabe; viel starker wirkt auf beide FeCl, ein, dabei ist 
die Beobachtung zu erwahnen, daB Leukomalachitgriin durch Zusatz 
von 6 Mol Natriumcyanid auf 1 Mol FeCl, nicht etwa in vermindertem 
MaBe oxydiert wird, sondern daB dieser Effekt sogar noch verstarkt 
wird. Es mu sich also ein Komplex bzw. Salz mit wesentlich andere 
Kigenschaften gebildet haben wie die bekannten Blutlaugensalze 
vielleicht ein bisher noch nicht darstellbares Eisencyanid. Die Rever 
sibilitat vieler Blausiurehemmungen bei Fermentprozessen deutet 
jedenfalls auch auf andere Bindungsweisen wie in den Blutlaugensalzen 
hin und findet hier ein rein chemisches Analogon. 

In einem Versuch konnte festgestellt werden, da die Hemmung 
der Purpurogallinbildung durch Ferrocyankali spezifisch geringer ist 
als beim Leukomalachitgriin. Bei einem Gehalt an Ferrocyankali von 
1,.3.10°3 mol. ist die Purpurogallinbildung auf 75°, zuriickgegangen., 
wiahrend 1 ,, dieser Menge die Malachitgriinbildung bereits total hemmt 
Die Spontanoxydation des Pyrogallols ist dabei kompensiert worden 

Rotes Blutlaugensalz hemmt auch die Leukomalachitgriinoxydation 
in keiner Weise, vielmehr wird diese spezifisch in geringem Grade 
geférdert. Allerdings diirfen nur frisch bereitete Lésungen benutzt 
werden, und aufBerdem ist es zweckmabig, im verdunkelten Raum zu 
arbeiten; andernfalls kann durch Zersetzung des Ferricvankalis eine 
Hemmung beobachtet werden, die auf Cyanidabspaltung  beruht. 
Beim gelben Blutlaugensalz glauben wir, diese Méglichkeit einma! 
wegen seiner bekannt gréBeren Bestandigkeit und wegen der fordernden 
Wirkung kleinster Mengen praktisch ausschlieBen zu k6énnen; bei 
Cyanidversuchen wird diese Férderung stets vermiBt. Wegen det 
Rhodanidhemmung des Leukomalachitgriins durfte eine geringere auch 
bei der Pyrogalloloxydation erwartet werden; bemerkenswerterweise 
fehlt sie vollkommen, noch bei 3 . 10-2 mol. Dagegen ist die Empfindlich- 
keit der Pyrogallolmethode bei Cyanidhemmung praktisch gleich det 
oben beobachteten. 

Aus den mitgeteilten Befunden scheint uns mit ziemlicher Wahr- 
scheinlichkeit hervorzugehen, daB tatsichlich an der peroxydatischen 
Wirkung dreiwertiges Eisen mafgeblich beteiligt ist. Damit wirden 
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die Anschauungen von Kuhn u. a. auch auf diesem Wege erneut gestiitzt 
werden. Die Méglichkeit, daB an der Hemmung des gelben Blutlaugen- 
salzes eine minimale Cyanidabspaltung beteiligt ist, muB natiirlich 
eingeraumt werden; mabgeblich fiir die Gesamtwirkung ist das indes 
wegen der vélligen Indifferenz bzw. sogar férdernden Wirkung des 
roten, viel leichter zersetzlichen Blutlaugensalzes nicht, aber wahr- 
scheinlich finden quantitative Unterschiede zum Teil hier eine Er- 
klarung. 

Die Schwefelwasserstoffempfindlichkeit unserer Praparate haben 
wir nicht eingehend gepriift: denn es zeigte sich, da Malachitgriin 
noch von sehr geringen Sulfidmengen reduziert wird, wahrend Purpuro- 
gallin eine eigentiimliche Farbvertiefung erfahrt. Bis 3. 10-5 mol. 
wird die Bildung des letzteren noch sehr stark gehemmt; bereits Wieland 
und Sutter! fanden ahnliche Resultate. 

Negative Ergebnisse zeitigten die Versuche mit Pyrophosphat und 
Oxalsiure. Ersteres beeinfluBt das Substrat, Leukomalachitgriinlésungen 
triiben sich namlich auf Zusatz von Pyrophosphat — und o-Phosphat — 
ohne daB es in kiirzerer Beobachtungszeit zum Ausfallen vorher geléster 
Substanz kime. Sowohl !/;, mol. Orthophosphat wie Pyrophosphat hemmen 
vollkommen; !/9, mol. hemmt nur noch gering oder gar nicht. Diese Beob- 
achtungen diirften demnach lediglich auf Ldslichkeitsbeeinflussung zuriick- 
zufiihren sein. Eine solehe Beeinflussung war bei der Oxalséure auBerlich 
nicht nachweisbar. obwohl manche UnregelmaBigkeiten des Versuchs- 
ausfalles darauf deuten kénnten. Jedenfalls war von einer hemmenden 
Wirkung bei den obigen Versuchen entsprechenden Konzentrationen 
nichts zu erkennen. Dabei sei daran erinnert, da auch Sakwma? mit Oxal- 
siure solche Erfahrungen machte. Der negative Ausfall der Versuche mit 
diesen Komplexbildnern diirfte nach allgemeinem Brauch weniger beweis- 
kraftig sein, wie ein positives Resultat mit anderen Komplexbildnern. 
Welch charakteristiseche Unterschiede bereits in der Wahl des Substrats 
begriindet sind, geht zur Geniige aus einigen oben genannten Befunden 
hervor. Es ist also kein Gegenbeweis, wenn nicht alle Schwermetallkomplex- 
bildner in gleichem MaBe eine Schwermetallkatalyse hemmen. 

IV. EinfluB von N-heterocyclischen Verbindungen auf die Peroxy- 
dasewirkung. Wahrend sich aus den bisherigen Versuchen lediglich 
ganz allgemein die Bedeutung von dreiwertigem Eisen fiir die Per- 
oxydase ergab, wobei die Bindungsweise unbekannt blieb, gingen wir 
bei unseren weiteren Versuchen von der sehr wahrscheinlichen Annahme 
aus, zu der Kuhn, Hand und Florkin® wegen der Parallelitat von 
Hamingehalt und Peroxydasewirkung gelangten, nimlich der Identitat 
von Peroxydase und Hamin bzw. Hamin + Tragersubstanz. 


1 H, Wieland u. H. Sutter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 1060, 1928; 
ref. Ronas Ber. 46, 773, 1928. 2 Sakuma, diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 
— 3 R. Kuhn, D. B. Hand u. M. Florkin, Naturwiss. 19, 771, 1931; 
Zeitschr. f. physiol. Chem, 201, 255, 1931. 
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Nachdem friihere Autoren Verbindungen von organischen Basen m 
Hamin beschrieben hatten', konnte Krebs? zeigen, daB sich die katalytisc! 
Fahigkeit von Hamin gegeniiber der Cysteinoxydation durch Nicotin un 
Pyridin steigern lieB; allerdings war das hauptsachlich in alkalischer 
Milieu der Fall. Auhn und Braun*® untersuchten die peroxydatische und 
katalatische Fahigkeit von Hamin in Gegenwart von Pyridin; Langenbecl, 
wies Steigerung der katalatischen und peroxydatischen Wirksamkeit voz 
Hamin durch Imidazol und Methylimidazol nach. 

Wir untersuchten den EinfluB von Pyridin und Nicotin, desgleiche: 
Histamin als Imidazolderivat auf die Aktivitat unserer Ferment 

praparate. Die Ergebnisse de: 
beiden erstgenannten Substanzen 
sind graphisch dargestellt in 
Abb. 3. 

Die Histaminversuche ver. 
liefen negativ, d. h. abgesehen von 
einigen Versuchen mit gealterten 
(in GlasgefiBen) Lésungen er 

< hielten wir keine Unterschied« 
S27 Sieneaiinanieie 4 saints | Seo os + 
“bn (50 gegentiber dem Leerversuch. Es 
Abb. 3. konnte festgestellt werden, dab 

Menge des gebildeten Malachitgriins im einerseits Histamin zum Teil von 

Vergleich zum Kontrollversuch. 

* -@® Pyridin 

° o Nikotin 

A 4 Pyridin 

Nikotin 


Hydroperoxyd wohl unter 
; Priiparat: A». ; i ay se . 
Oxaminbildung — zerstért wird 


Priparat: WW’. 


(nachgewiesen mit dem Verfahren 
von Pauwli® bzw. Knoop®), an- 
dererseits Histamin als salzsaures Salz, wie es uns lediglich zur Ver- 
fiigung stand, offenbar weniger wirksam sein mub, wie die freie Base, 
wenn man von einem analogen Versuch mit freiem und salzsaurem 
Nicotin Riickschliisse ziehen darf. 

In den Versuchen mit Pyridin und Nicotin ist jedenfalls die Einheit- 
lichkeit der wirksamen GréBenordnung bemerkenswert. Man kann 
gewissermaBen umgekehrt wie aus dem direkten Nachweis, den Kuhn 
und Mitarbeiter erbrachten, schlieBen, daB mit Aktivitaétszunahme der 
Peroxydase auch Zunahme des Hamingehaltes verbunden ist, weil die 
Wirksamkeit bekannter N-haltiger Komplexbildner bzw. das Mol- 
verhaltnis annihernd parallel geht. Die Purpurogallinbildung wird 
durch Pyridin wesentlich weniger geférdert als die Malachitgriinbildung. 


1 Literatur bei H. A. Krebs, s.u. — * H.A. Krebs. diese Zeitschr. 
198, 347, 1928; 204, 322, 1928; 209, 32, 1929. — 3 R. Kuhn u. L. Braun, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 2370, 1926; Zeitschr. f. physiol. Chem. 
168, 27, 1927. — 4 W. Langenbeck, Naturwiss. 20, 124, 1932. — 5 Pauli, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 517, 1904; s.a. R. Burian, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 37, 696, 1904. — ® F. Knoop, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 
11, 356, 1908. 
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Die Frage der Uberlegenheit der Aktivitat von Peroxydase gegen- 
Low) . z 


iiber den meisten Haminderivaten ist mit obigen Untersuchungen 
natirlich nicht geklart. Hervorzuheben ist, da offenbar kein Valenz- 
wechsel des Hamineisens der Peroxydase mit ihrer Funktion einhergeht. 
Die oben mitgeteilte Tatsache, da NaCN die peroxydatische Wirkung 
von reinem Eisenchlorid zu steigern vermag, deutet jedenfalls schon 
gemeinsam mit den Aktivierungseffekten durch organische Basen 
darauf hin, daB die Kernfrage in der besonderen Beschaffenheit des 
eisenhaltigen Komplexes liegen mu. DaB dieser von anderer Be- 
schaffenheit sein muB, wie die Blutlaugensalze etwa, scheint uns sicher 
zu sein. 
Zusammenfassung. 

An einem relativ rohen und einem 17fach aktiveren Peroxydase- 
praparat konnte die hemmende Wirkung von Rhodankali und gelbem 
Blutlaugensalz nachgewiesen werden, die bei ersterem Praparat beide Male 
von der gleichen GréBenordnung wie die vergleichsweise gepriifte Blau- 
siurewirkung war. Abweichungen wurden hingegen bei dem aktiveren 
Praparat gefunden; so war die Hemmung durch Blutlaugensalz starker, 
die durch Rhodankali schwacher. Es stellten sich spezifische Unter- 
schiede in der Beeinflussung zweier verschiedener Substrate — Leuko- 
malachitgriin und Pyrogallol — heraus. Unwirksam gefunden wurden 
Pyrophosphat und Oxalsaiure, wobei die erstgenannte Substanz allerdings 
in hohen Konzentrationen einen unspezifischen hemmenden EinfluB 
durch Veranderung des Lésungszustandes des Substrates ausiibte. 

Pyridin und Nicotin bewirkten eine Aktivitatssteigerung der 
Peroxydase, wahrend Histamin als salzsaures Salz unwirksam war. 
Zum Teil findet allerdings eine oxydative Zerstérung (Oxaminbildung) 
statt. Die wirksamen Konzentrationen der untersuchten Substanzen 
lagen bei beiden Peroxydasepraiparaten in gleicher GréBenordnung. 
Wahrend rotes Blutlaugensalz nur schwach peroxydatische Wirksamkeit 
bei Leukomalachitgriin auBert, vermag Cyanidzugabe zu Kisenchlorid 
die Wirksamkeit des letzteren noch zu steigern. 





Uber die Synthese von Lactose in der Milchdriise. 


Von 
D. Michlin und M. Lewitow. 
(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut, Moskau.) 


(Eingegangen am 14, Mai 1934.) 


Kine fermentative Synthese von Milchzucker ist experimentell 
bisher nicht mit Sicherheit festgestellt worden. Die Produkte det 
experimentellen Synthese sind, soweit uns bekannt, nie quantitatiy 
bestimmt und isoliert worden. 


Réhmann (1) beobachtete in Extrakten aus Milchdriisen neben de1 
Bildung von Glucose und Fructose auch eine solehe von Lactose, die er an 
der Kristallform des Osazons und der oxydativen Umwandlung zu Schleim- 
siure erkannte. Als Quelle dieser Zucker betrachtet Réhmann (1) ein 
Reservekohlenhydrat, das nicht mit Glykogen identisch sein soll. Hesse (2) 
nimmt eine Bildung von Milchzucker tiber Maltose an, ahnlich wie Réh- 
mann (1) ihn von Fructose ableitet. Ziel der vorliegenden Untersuchung 
war die synthetische Gewinnung von Milchzucker aus Glucose und Galaktose 
mittels tierischer Lactase. Mit pflanzlicher Lactase aus Kefirkérnern 
erhielt HL. Fischer (3) Isolactose, deren Natur bisher nicht geniigend auf- 
geklirt ist. Vor einigen Jahren versuchte Svanberg (4) auf enzymatischem 
Wege Milchzucker zu gewinnen, jedoch mit negativem Ergebnis. 


Experimenteller Teil. 


Zu unseren Versuchen verwendeten wir die Milchdriisen laktierender 
Kiihe, die vom Schlachthaus sogleich nach Tétung der Tiere bezogen 
wurden. Das Stadium der Lactation der Kiithe war nicht bekannt; es wurden 
aber stets energisch laktierende Tiere gewahlt. Die Driise wurde griindlich 
unter dem Strahl der Wasserleitung gewaschen und zweimal durch die 
Fleischmaschine getrieben. Der so erhaltene Brei wurde in Wasser oder 
Phosphatpuffer suspendiert. Zur Suspension wurden Zucker und Toluol 
als Antiseptikum zugesetzt, und die Mischung im Thermostaten bei 37° 
digeriert. Die Veriénderungen der Kohlenhydrate in den Versuchsmischungen 
wurden durch Bestimmungen der Reduktionsfahigkeit verfolgt. 

Zu diesem Zwecke wurden kleine Portionen der Mischungen durch Gaze 
abfiltriert, 1 ecem des Filtrats mit 9cem Wasser verdiinnt und mit 2 cem 
kolloidaler Eisenhydroxydlésung enteiweiBt. Nach Abfiltrieren des Nieder- 
schlags wurde die klare, farblose Fliissigkeit zur Reduktionsbestimmung 
nach Bertrand verwendet. Um die Disaccharide und eventuell vorhandene 
Polysaccharide der Mischungen zu bestimmen, wurde das enteiweiBte 
Filtrat mit 2°,iger Schwefelsdure 4 bis 5 Stunden auf dem kochenden 
Wasserbad hydrolysiert. Die Differenz zwischen der Reduktion nach und 
vor der Hydrolyse entspricht dem Gehalt an héheren Kohlenhydraten. 


In der Milchdriise mit ihrem lebhaften Kohlenhydratumsatz war 
naturgemaB auch eine intensive Glykolyse zu erwarten. Diese war 
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anscheinend eines der wesentlichsten Hindernisse, die Svanbergs (4) 
Versuch vereitelten, experimentell die Bildung von Milchzucker nach- 





zuweisen. Auch wir fanden den stets erfolgenden Schwund zugesetzter 





Glucose bestatigt, obwohl er nicht mit solcher Intensitat vorschritt 





wie in den Versuchen von Svanberg, wo die gesamte zugesetzte Glucose 





(21/,°%) im Laufe von 2 bis 3 Tagen verschwand. Méglicherweise ist 





das AusmaB der Glykolyse, wie Barrenscheen (5) annimmt, von der 





Lactationsfaihigkeit der Driise abhangig. Durch die iiblichen Mittel der 





Glykolysehemmung lieB sie sich in unseren Versuchen nicht  voll- 





stindig aufheben. Fluorid hemmt betrachtlich, laBt aber dennoch 





den Schwund eines ansehnlichen Teiles der vorgelegten Glucose zu. 





Nur durch hohe Zuckerkonzentrationen bei gleichzeitigem Zusatz von 
Fluorid lieB sich die Glvkolyse vollstiéndig unterdriicken (Tabelle I). 













Tabelle I. 











Reduktion in ecm n/10 K MnO, pro 1 eem Ab- 
Versuchsmischung nabme 
Ver- - 





a Zusammensetzung einai ener ie der 
such der Proben Tage nach Beginn des Versuchs Re- 
duktion 






3 










Nr. 1 






A.25¢ Driise 


+100 ccm Wasser 







5g Glucose. . | 11,2 {10,55 9,55 7,2 | 7,0 6,8 — —. 6,75) 39,3 
B. Desgleichen+NaF 11,5 11,5 1045103 93 9,35 —- — 18,3 
2 | Wie A, Versuch 1 | 10,9 | 9,9 | 9,55 945 — —92 — — 15,6 
Desgleichen + NaF 10,9 — 103'99 — — 98 10 
3 Wieimvorang. Vers. |11,5511,6 11,1 — 11,0 44 
Desgl. + m/15 Phos- 
phat-Puffer pq=7 11,2511,25109 — 10,8 3,6 





4 50g Driise + 100cem 
Wasser + 100¢ 
Glucose + Phos- 







phat+ NaF .. /129; —, — 12,8 — 13,0 0 
5 | Desgleichen. . . . | 12,9 | — |13,0 1830 — 13,2 0 
Desgleichen. . . . | 15,6 15,6 15,5 15,55 15,5 0) 












Nachdem auf diese Weise die Bedingungen der vélligen Unter- 
driickung der Glykolyse gefunden waren, gingen wir dazu tiber, die 
hydrolytische sowie die synthetisierende Wirksamkeit der Driise zu 






untersuchen. Wie fiir eine umkehrbare enzymatische Reaktion zu 






erwarten war, erwiesen sich fiir die Einstellung des Gleichgewichtes 





in Mischungen der Di- und Monosaccharide die Konzentrationsverhalt- 
nisse als maBgebender Faktor. So wird in 5°,iger Lésung Milchzucker 
durch die Lactase der Milchdriise gespalten (Tabelle I]). In 50° igen 
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Losungen der Monosaccharide kommt es zu einer Gleichgewichts- 
verschiebung in der Richtung der Synthese (‘Tabelle IL1). 


Tabelle IT. 
Die fermentative Hydrolyse von Lactose unter gleichzeitiget 
Glykolyse durch Milchdriisengewebe. 


Zusammensetzung der Mischungen: 25g Driise 100 cem Wasser 


Zucker. 





Reduktion in eem n 10 KMnO, pro 1 cem Mischung 
Zugesetzter Zucker Tage nach Beginn des Versuchs 
5 i 


Lactose . 


Gimaos@. «. . s+ « « 2 ay 9,5. 7 7,0 


Lactose. 
Glucose. oe ee a ee ‘ ; Re _— 


beotose. . si a yx ‘ 7,6 Pr —_— 
Gimeone. «2s ks DD . ‘ 11,0 


In einem Versuch (Nr. 1) wurde keine Zunahme der Reduktion, 
wie fiir den Fall der Lactosespaltung zu erwarten war, sondern eine 
Abnahme beobachtet. Dies haingt damit zusammen, dab die frei- 
gelegten Monosaccharide glykolytisch verbraucht werden. Da, wo die 
Glykolysefaihigkeit der Milchdriise schwacher ist (Versuch 2 und 3, 
Tabelle 11), werden die bei der Hydrolyse des Milchzuckers auftretenden 
Monosaccharide nur wenig angegriffen, und es erfolgt eine Zunahme 
der Reduktion. In Versuch 1 hingegen, wo die Glykolyse intensiv war, 
wurde die Zunahme der Reduktion infolge der Hydrolyse des Milch- 
zuckers durch den glykolytischen Schwund der Monosaccharide iiber- 
deckt.’ 

Als das Vorliegen von Lactase in frischen laktierenden Driisen auf 
diese Weise nachgewiesen war, bemihten wir uns, solche Versuchs- 
bedingungen herzustellen, die fiir die Reversion der Lactosewirkung, 
d.h. fiir die Synthese von Milchzucker aus Glucose und Galaktose, 
giinstig waren. Dies konnte durch Anwendung hoher Zuckerkonzentra- 
tionen erzielt werden, die zugleich die vollstandige Hemmung der 
Glykolyse gewahrleistete, eine Bedingung. ohne die es unméglich ge- 
wesen ware, den synthetischen Vorgang durch Reduktionsbestimmungen 
zu verfolgen. Zu den Versuchen verwendeten wir Mischungen von 
Glucose und Galaktose zu gleichen Teilen in 50° ,iger Konzentration. 
Als Kontrolle dienten Ansitze, die nur einen von den Zuckern in der 
gleichen Konzentration enthielten. Der Verlauf des Prozesses wurde 
an der Anderung des Reduktionsvermégens verfolgt. Mit einigen Aus- 
nahmen wurde in den Ansiatzen mit Glucose und Galaktose eine Ab- 
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nahme der Reduktion beobachtet (Tabelle I11). Diese Abnahme setzt 
bereits in den ersten Tagen ein und erreicht um den siebenten bis elften 
Tag ihr Maximum. Um diesen Zeitpunkt erfolgte in einem groBen Teil 
der Falle ein Knick, und die Reduktion fing an, wieder anzusteigen. 
In manchen Versuchen erreicht sie wieder den Anfangswert. 


Tabelle ILI. 





Reduktion in cem n/10 KMnO, pro 1/;2 cem Mischung 
Zugesetzter Zucker lage nach Beginn des Versuchs 
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Die in den meisten Versuchen cintretende Reduktionsabnahme 
kann nicht durch Glykolyse oder durch Anderung der Reduktions- 
fahigkeit von Substanzen erklart werden, die infolge von Autolyse 
der Driise entstehen, denn in Ansatzen mit Glucose allein bleibt die 
Xeduktion im wesentlichen unverandert (Tabelle IIT, Versuch 8, 9, 10 
und 14). Am wahrscheinlichsten erscheint die Annahme, da} in den 
Ansatzen die Synthese eines Disaccharids aus Glucose und Galaktose 


erfolgt. 
Tabelle IV. 





Zur Priifung dieser 
Annahme wurden zu Reduktion in cem n/10 K MnO, pro !/,) ecm Ver- 
verschiedenen Zeit- peso rte 
punkten des Versuchs 20 Beaten ae _ vouute 
Bestimmungen der Re- {Vor der Hydrolyse | Nach der Hydrolyse 
duktion nach Hydrolyse 12.5 
der Versuchsmischun- 14.3 
gen mit 2% iger H,S O, ‘ 12,6 12.2 
vorgenommen. Liegt 1485 1445 
Synthese vor, so mub 
hierbei die Reduktion wieder auf den Anfangswert ansteigen. Diese 


Erwartung hat sich, wie aus Tabelle IV zu ersehen, vollauf bestatigt. 
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Aus der Abnahme der Reduktionsfahigkeit in den Mischungen 
laBt sich die Menge des synthetisierten Produktes angenahert berechnen, 
unter der Voraussetzung, daB dieses Produkt Lactose ist. Aus der 
Tabelle von Rona (6) fiir die Bestimmung von Lactase ergibt sich, dab 
eine Reduktionszunahme von 1°, einer Hydrolyse von etwa 3°, der 
vorliegenden Lactose zu Glucose und Galaktose entspricht. Umgekehrt 
ist eine Reduktionsabnahme von 1% in einer Lésung von Glucose und 
Galaktose angenahert der Umwandlung von 3°, der gelésten Monosen 
in Lactose gleichwertig. Auf Grund dieser angendherten Berechnungs- 
weise laBt sich leicht schatzen, daB das Ausmaf} der Synthese in unseren 
Versuchen 6 bis 15% betrug. 


Identifizierung. 


Mit Sicherheit kann eine Synthese nur dann behauptet werden, 


wenn es gelingt, die Produkte der Synthese zu isolieren und naher zu 
untersuchen. Hierzu war es erforderlich, die Monosaccharide aus den 
Ansitzen zu entfernen. 


Wir haben dies erzielt, indem wir die Ansatze der Vergairung durch 
Reinkulturen der Heferasse .,Logos‘ tiberlieBen, die wir dem Laboratorium 
der Moskauer ,,Trechgorni‘‘-Bierbrauerei verdanken. Die Priifung in Vor- 
versuchen hatte gezeigt, daB Lactose in reiner Lésung bei Gegenwart der 
Monosen von dieser Hefe nicht vergoren wird. Vor der Vergirung wurde 
die Mischung durch Gaze filtriert, zehnfach verdiinnt, mit Essigséure an- 
gesiuert und zum Sieden erhitzt. Die Fliissigkeit wurde abfiltriert und das 
gelbliche, klare Filtrat nach Neutralisation auf py 5,5 mit der Hefe vergoren. 
Der Ablauf der Vergirung wurde durch Reduktionsbestimmungen verfolgt. 
Nach Einstellung konstanter Reduktion wurde die vergorene Mischung 
mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweiBt und das Filtrat im Vakuum 
bei 40° auf '/,, des urspriinglichen Volumens eingeengt. Im Konzentrat 
wurde der Zuckergehalt bestimmt. Die Reduktionszunahme des Kon- 
zentrats nach Saurehydrolyse entsprach angenidhert der bei Saurehydrolyse 
von Lactose zu erwartenden. So erhielten wir bei der eben beschriebenen 
Behandlung aus 30 cem der Mischung aus Versuch 13 (Tabelle III) 40 cem 
Konzentrat. 1 cem davon reduzierte 9,4cem n/10 KMnQ,, nach Saure- 
hydrolyse stieg die Reduktion auf 13,8 cem n/10 K MnO, an. Aus den rest- 
lichen 38 cem des Konzentrats mit einem als Lactose berechneten Zucker- 
gehalt von 1,3 bis 1.4 g wurde auf tibliche Weise das Phenylosazon hergestellt. 
Ein betrachtlicher Anteil des Osazons fiel erst beim Abkiihlen der Lésung 
aus und léste sich beim Erhitzen wieder. Das Osazon wurde abgenutscht, 
mehrmals mit Wasser gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Das Trockengewicht war 0,5 g. Das Osazon wurde mehrere Male aus heiBem 
Wasser umkristallisiert. Bei langsamem Abkiihlen wurden Kristalle erhalten, 
die unter dem Mikroskop das gleichférmige Bild der sternférmigen Kristalle 
des Lactosazons darboten. Zur Identifikation wurde das Osazon weiterhin 
mit Schwefelsiure nach dem Verfahren von C. Neuberg (7) hydrolysiert; 
dabei spalten die Osazone von Disacchariden freie Monose ab, die Osazone 
der Monosaccharide ergeben kein freies Kohlenhydrat. 

0,2 g des nicht umkristallisierten Osazons wurden 3 Stunden im Wasser- 
bad mit’ 20 cem 2°, iger H,S O, hydrolysiert; die Mischung wurde mit BaCO, 
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neutralisiert und filtriert, das Filtrat wiederholt mit Ather extrahiert, mit 
Tierkohle zum Kochen erhitzt, abfiltriert und auf 4cem eingeengt. Die 
derart gewonnene klare und farblose Lésung hatte ein betrichtliches 
Reduktionsvermégen. In 0,1 cem wurde der Zucker nach Hagedorn-J ensen 
bestimmt. Es wurden 0,46mg berechnet als Galaktose gefunden. Zur 
Ermittlung der Natur des vor Osazon abgespaltenen Monosaccharids 
wurde der Rest der oben beschriebenen Loésung (3,8 ¢em) mit 1 ¢em konz. 
HNO, versetzt und im Reagensglas aus dem kochenden Wasserbad auf 
leem Gesamtvolumen eingeengt. Nach dem Abkiihlen fiel nach Impfung 
mit ein bis zwei Kristallehen Schleimsiiure ein reichlicher kristallinischer 
Niederschlag aus. Die Kristalle zeigen unter dem Mikroskop die fiir Schleim- 
saure charakteristische Form und verbrennen beim Gliihen restlos. F. der 
gewaschenen und getrockneten Kristalle 211 bis 212° (F. reiner Schleim- 
siure 213°). 

Auf Grund aller dieser Versuchsergebnisse steht fest, dab wir durch 
enzymatische Synthese ein Disaccharid aus Glucose und Galaktose 
erhalten hatten. Es sind aber mehrere solche Disaccharide bekannt. 
Um die Natur des gewonnenen Disaccharids genauer zu kennzeichnen, 


priften wir dessen Verhalten gegeniiber Kmulsin, das wie bekannt, 


Lactose spaltet, aber auf Isolactose (4. Fischer) nicht einwirkt. Hierzu 
wurden 20cem der Versuchsmischung nach Vergérung der Mono- 
saccharide 10 Minuten gekocht, mit Essigsaure auf py 4,5 gebracht 
und bei 30° der EKinwirkung von Emulsin ausgesetzt. Die Reduktions- 
bestimmung ergab zu Beginn des Versuchs 10 cem n 10 KMnO, pro 
i cem. <Ausgangsmischung, nach 24 Stunden 13.4 cem, was auf 
eine nahezu vollstaéndige Spaltung des Disaccharids zu Monosacchariden 
hinweist. 
Besprechung der Ergebnisse. 

Der von uns synthetisch gewonnene Milchzucker erreichte nach 
angenaherter Berechnung in einigen Versuchen 30°,, im Mittel 10. bis 
12°, des vorgelegten Zuckers. Kontrollversuche mit Driisengewebe 
allein zeigten zwar einen gewissen Gehalt der Driise an vorgebildetem 
Milchzucker an, dieser war aber verschwindend klein im Vergleich zu 
der Menge, die nach Zusatz der Monosen durch die Milchdriise gebildet 
wird. Das gebildete Disaccharid haben wir auf verschiedene Weise 
identifiziert. 

Das Gleichgewicht im System Monosen—Disaccharid wird am 
siebenten bis zehnten Tag erreicht, es ist aber unbestandig. Da wir 
Driisen verschiedener Kiihe aus verschiedenen Lactationsperioden vor 
uns hatten, war eine reproduzierbare Lage des Gleichgewichtes nicht zu 
erwarten. Unerklarlich bleibt vorerst die riickliufige Verschiebung des 
Gleichgewichtes, die in unseren Versuchen beobachtet wurde, und die 
wir durch Erzielung der Reduktion nach Saurehydrolyse der Mischungen 
auf verschiedenen Stufen der Synthese erharten konnten. Solange 
der Mechanismus dieser Erscheinung nicht véllig geklart ist, mu man 
die kolloidchemische Kompliziertheit unserer Systeme im Auge behalten, 
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in denen die Gleichgewichtslage zu jedem gegebenen Zeitpunkt von dei 
Konzentration der Komponenten, unter anderen auch des Wassers, 
an adsorbierenden Oberflachen beeinfluBt wird. Der EinfluB der 
aktiven Oberflachen von Enzympraparaten auf die Lage des Gleich- 
gewichtes bei enzymatischen Synthesen ist von Taylor (8) hervor- 
gehoben und von Bodenstein und Dietz (9) eingehender untersucht 
worden. Es erscheint sehr wahrscheinlich, daB ahnliche Momente auch 
bei der von uns beobachteten Erscheinung im Spiele waren, wo es sich 
um offensichtlich mehrphasige Systeme handelte, in denen die Eigen- 
schaften der beteiligten Kolloide noch ganzlich unbekannt sind. 

In der Literatur (10) werden nicht weniger als fiinf Disacehai i 
erwahnt, an deren Aufbau Galaktose beteiligt ist. Wir ziehen nur cie 
wohlbekannte Lactose (1, 5-Galaktosido-Glucose) und die von E. Fischer 
synthetisch gewonnene, noch nicht geniigend erforschte Isolactose in 
setracht. Letztere wird bekanntlich von Emulsin nicht gespalten. 
Das von uns erhaltene Disaccharid wird von Emulsin fast vollstandig 
zu Monosen hydrolysiert, wie aus der Zunahme der Reduktions- 
fahigkeit der Lésung zu schlieBen ist. Es stellt demnach ein Di- 
saccharid vor, dafB nach seinen Eigenschaften und seinem Verhalten 
gegentiber Fermenten mit Milchzucker identifiziert werden kann. 
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